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Pode ser polimerizada, estocada, transportada e liberada rapidamente
quando o organismo precisa de energia ou para compor estruturas especiais

Matriz extracelular

e polissacarideos Glicogénio,
da parede celular amido, sacarose
sintese de
polimeros armazenamento
estruturais
Glicose
oxidacdo pela via Cy .
da pentose-fosfato oxidagdo
Precursor de por glicélise
intermediarios Liberar energia
metabolicos na forma de ATP
em varias . . e NADH na
reacoes Ribose-5-fosfato Piruvato presenca ou nio

biossintéticas de oxigenio



Caminhos do piruvato

Glucose
= glycolysis
(10 successive
reactions}
anaerohic naerohie
mn.d]t]y 2 Pyruvate | ditions
& aer-nhi!:
2 Ethanol + 200, conditions  § | 5 Lactate
2C0 :
Fermentation to alcohol ! Fermentation to
in yeast lactate n vigorously
2 Acetyl-CoA contracting muscle,
erythrocytes, some
" other cells, and in
. m‘,l;c SOme microorganisms
Anaerobiose ocid
Anaerobiose
| 4CO, + 4H20|

Animal, plant, and .
many microbial cells Aerobiose

under aerobic conditions



Fermentacao

Lactica i~ Anaerobico e . Respiracdo
Alcodlica : ~ Aerbbico
e — N & ' Oxidacdo completa
da glicose
Cytosol
i , Respiracao celular

anaerobic

Maioria das celulas eucarioticas e
bacterias: Combustiveis organicos 2>
Ethanol C02 e HZO;

or
lactate

Glicolise € apenas a primeira etapa da
oxidacao completa da glicose;

Ocorre em frés estagios principais.
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Ciclo do acido citrico ou ciclo de Krebs ocorre na Mitocondria
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ADP + P, ATP

Respiracao Celular

1° estagio: glicose, acidos graxos e alguns aminoacidos

Fragmentos de 2 C 2 grupo acetil da Acetil-CoA

2° estagio: oxidacao dos grupos acetil
- CICLO DO ACIDO CiTRICO

ENERGIA liberada € conservada nos transportadores de
elétrons reduzidos
NADH e FADH,

3° estagio: Oxidacao das coenzimas reduzidas;

Transferéncia de e para o0 O, 2 Cadeia transportadora
de elétrons

Conservacao de energia = fosforilacao oxidativa



Ciclo de Krebs
Ciclo do acido Tricarboxilico

Recebeu o prémio Nobel de Fisiologia/Medicina em 1953
pela descoberta do Ciclo do Acido Citrico

“This was the first time in my career,
after having published more than fifty
papers, that I experienced a rejection or
semi-rejection.”

Hans Krebs, 1900-1981

Hans Krebs: Aparato de Warburg utilizado
para medir o consumo de oxigénio no
metabolismo do tecido muscular.

1937 - Ciclo do Acido Citrico
1945 - Coenzima A
1951 = Acetil CoA

[Krebs, H.A. and Johnson, W.A., The role of citric acid in intermediate
metabolism in animal tissues, Enzymologia 4, 148-156 (1937) ]



O manometro de Otto Warburg - 1920

- Era usado para medir a produgédo de CO,.

- Permitia determinar a estequiometria das reacoes.
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6 CO, + 6 H,0 —> Glicose + 6 O,

Glicose + 60, 6 CO, + 6 H,0
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Os experimentos de Hans Krebs

- Observando os dados disponiveis na época Krebs destaca os trabalhos de Thumberg entre 1906 e 1920
usando tecidos musculares. Ele testou a oxidagdo de cerca de 60 substancias organicas e descobriu que a
forma ionizada de varios acidos como o lactato (1 carboxila), succinato, fumarato, malato (2 carboxilas),
eram rapidamente oxidadas.

- Krebs entéo testa outros acidos dicarboxilicos. Em 1935 descobre que um deles, o a-cetoglutarato, com
5 carbonos, assim como nos experimentos de Szent-Gydrgyi, aceleravam a producédo de CO, e ndo eram
consumidos na reacao.

P | Acetil-CoA |S“
o (=]

lactato o Agua
50 - succinato o0
piruvato + malato
fumarato
40 A .
NADH, H
~ 30 . ] NAD*
@) plruvato
© 20 - MADH, H
€Oy
10 T Agu
0 *+[ con jsH
0 5 10 15 20 NADH, H* + CO,

tempo

Succinato

SH +BTR



- Em 1937 Krebs testa acidos tricarboxilicos como citrato, isocitrato e aconitato, agora com 6
carbonos, e observa que a produgdo de CO, tambem era estimulada e esses intermediarios ndo eram

consumidos.
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- Segundo Krebs, outra contribuicdo significativa para suas descobertas veio
dos estudos de Martius e Knoop, em 1937, que elucidaram a transformacéo
oxidativa de citrato até a-cetoglutarato.

COOH COOH CO0OH
| . |
CH; CH. CH,
| /cooH I |
L -H0o C-CO0H ago CH-COOH
| H — | —
CH, CH CH{OH)
. I
COOH COOH COOH
citric acid cig-poonitic acid isocigric acid
COOH CO0OH
I J
CH, CH,
—aH i I
— CH-CQODOH —— CH,; = Oy
| I
co co
N ] _
CO0OH COOH
oxalo-succinic y-ketoglutaric
acid acid

Fig. 1. Conversion of citric into a-ketoglutaric acid according to Martius and Knoop
(1937).
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- Krebs observou nos trabalhos de Shiffield em 1937
que a formacédo de citrato (C6) ocorria rapidamente
apos a adicdo de oxaloacetato (C4) em diversos
tecidos. Concluiu entdo que a formacdo desse
composto de 6 carbonos poderia se originar da ligagéo
de um produto de 4 carbonos (oxaloacetato) mais dois
carbonos vindos provavelmente da degradacdo da
glicose.

- Juntando as seguintes informacoes:

1- acidos di e tri carboxilicos aceleravam a formacao
de CO, em diversos tecidos mas ndo eram
consumidos na reacao.

2- algum composto de 2 carbonos vindo
provavelmente da glicdlise se combinava com
oxaloacetato e formava um composto de 6 carbonos
(citrato) que iniciava uma via de interconversao,
Krebs conclui e postula um modelo que ele chamou
de “Ciclo do Acido Citrico” ou dos “Acidos
Tricarboxilicos”.
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Hans Adolf Krebs

@D 1/2 of the prize

United Kingdom

I ]’3 The Nobel Prize in Physiology or
@ [edicine 1953

Krebs entao postula que:

“O piruvato, ou um derivado vindo da glicolise (acetato), se condensa
com o oxaloacetato e forma citrato. Por uma sequéncia de reagdes que
envolvem cis-aconitato, isocitrato, a-cetoglutarato, succinato, fumarato,
malato e oxaloacetato como intermediarios, um acido acético é oxidado e
0 oxaloacetato necessario para a reacdo inicial de condensacdo é
regenerado. Isso explica a acdo catalitica dos acidos di e tricarboxilicos
(de 4,5 e6 carbonos), bem como a capacidade que esses acidos possuem

de se oxidar nos tecidos que oxidam carboidratos.”



THE CITRIC ACID CYCLE
Carbohydrate

triosephosphare or lactic acid
w —2H
pyruvic acid
| $H,0—:H

oxaloacetic acid =% aric acd + CO,

e BTN

malic acid cis=gconitic acid
T + H.0 +H,0O !
: W
furmnaric acid ogitric acid

\\- :H —fli/

succinic acid :_Hiﬂ' a-keroglutaric acid
+ L0, —zH + L0,

403

Fig. 2. The crigmal citric acid cycle. (Krebs and Johnson, 1937; Krebs, 1943.)



Amino Fatty Stage 1 VIA CIRCULAR Ciclo do acido citrico ou ciclo de Krebs
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Os experimentos de Fritz Lipmann

- Naquela época ja se sabia que a Coenzima A estava envolvida em reacoes
de transferéncia de carbono e que ela era derivado do acido pantoténico,
uma vitamina pertencente ao complexo B (vit. B5).

Acetyl group
i
[ 8 s,

B-Mercaptoethylamine < |
residue

CH, Adenosine-3'-
phosphate
A

1 =1

NH

f |
NH,
Pantothenic J I
acid residue lc=0 N7 N\
HO—C—H k | >
H,C—C—CHy O 0 Rt

Il Il
CHi—0—P—0—P—0—CH; 0
§ Y [

(0] (0] H H

Ac. Pantoténico = Vit. B5 H H
O OH

|
_O—ﬁ’—O_ .
0

Acetyl-coenzyme A (acetyl-CoA)




- A sintese de citrato aumenta na presenca de CoA

P * Aceti-CoA J[[con}sH
o "=l

o A
Table 9. Citric acid synthesis in dialyzed extract of E. coli. %) e 003 ® ‘
0.9 0
Citric acid synthe- Oxalacetato Agua @ ¥ *0 —
Additions sized per ml extract e e oo G Ao
M . @ Yo v Agua
(yM) NADH, H T Q & 09‘ ()
None o NAD* . - D lSOCRfS(O
Acetate, ATP 0.23 o, J
Acetate, ATP, coenzyme A 1.30 00 p4 00 NAD
Acetyl phosphate 0.25 Malato o Y e "
Acetyl phosphate, coenzyme A 4.0 ““0 0000 .’ ADH, H
© v
(All tubes contained 1.0 ml of extract, 0.025 M oxalacetic acid, 0.0016 M NalHCO, ‘ bl o o“q“. “0r
0.02 M MgCl,, and 0.01 M cysteine in a final volume of 2.5 ml. The concentrations of - 4 P T
the additions were as follows: sodium acetate 0.05 M, sodium ATP 0.02 M, lithium o l 9

acetyl phosphate 0.004 M, and coenzyme A 17 units.)
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(¥} Yol E "
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- Lipmann demonstra que o consumo de O, € aumentado na presenca de CoA quando se fornece
glicose-fosfato para leveduras

sook //——x

W— pantothenic acid
=8 niacin
Q=0  thiamine

GO0

aoo} —=0

pL 0,

200}

LY 4Q 80 120 160 200 min
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Acetil-CoA: entrada da maioria dos combustiveis do ciclo Acetil-CoA

convertidos
Esqueletos de C dos acgucares e acidos graxos———>ao grupo acetil da acetil-CoA

Grupotic. Forma um tioéster com o acetato

> CARREADOR DE ACILAS

reativo .
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Sintese de Acetil-Coa

-Complexo enzimatico da Piruvato Desidrogenase

COs
D 0— CoA-SH +
N \ NAD® .TP2 NADH
C . lipoate, 0“& S-CoA
| FAD \Cf’
C=0 > :
pyruvate dehyvdrogenase |
éHg complex (E, + E, + E,) CH,
Pyruvate Acetyl-CoA

- Complexo multienzimatico

-2 Piruvato desidrogenase (E1)

- Diidrolipoil-transacetilase (E2)

- Dihidrolipoil-desidrogenase (E3)
- aumenta a velocidade de reacoes - evita a difusao do substrato
- minimiza reacdes secundarias

- controle coordenado



O complexo Piruvato Desidrogenase

CO>
o\ /O— CoA-SH TPP, +
C \NAD-'- lipoate, NADH o\ /S-COA
N
c|=o \_Fmp_ ]
| pyruvate dehydrogenase |
CH; complex (E, + E, + E;) CHs
Pyruvate Acetyl-CoA

AG'° = -33.4 kJ/mol

Trés tipos de enzimas em copias multiplas: E1, E2, E3
Ex: piruvato desidrogenase de E. coli contém 60 s-u
proteicas
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4 vitaminas sao necessarias para formacao de Acetil-CoA
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Coenzyme Examples of chemical groups transferred Dietary precursor in mammals
Biocytin co, Biotin
Coenzyme A Acyl groups Pantothenic acid and other compounds
5’-Deoxyadenosylcobalamin H atoms and alkyl groups Vitamin B,,
(coenzyme B.,)
Flavin adenine dinucleotide Electrons Riboflavin (vitamin B,)
Lipoate Electrons and acyl groups Not required in diet
Nicotinamide adenine dinucleotide Hydride ion (:H™) Nicotinic acid (niacin)
Pyridoxal phosphate Amino groups Pyridoxine (vitamin B)
Tetrahydrofolate One-carbon groups Folate
Thiamine pyrophosphate Aldehydes Thiamine (vitamin B,)
Vitamin Coenzyme Typical reaction type Consequences of detficiency
Thiamine (B)) Thiamine pyrophosphate Aldehyde transfer Beriberi (weight loss, heart
problems, neurological
dystunction)
Riboflavin (B,) Flavin adenine dinucleotide Oxidation-reduction Cheliosis and angular
(FAD) stomatitus (lesions of the
mouth), dermatitis
Pyridoxine (Bg) Pyridoxal phosphate Group transfer to or from Depression, confusion,
amino acids convulsions
Nicotinic acid (niacin) Nicotinamide adenine Oxidation-reduction Pellagra (dermatitis,
dinucleotide (NAD™) depression, diarrhea)

Pantothenic acid Coenzyme A Acyl-group transfer Hypertension
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Acetyl-CoA



-Complexo enzimatico da Piruvato Desidrogenase

- Forma Acetil-CoA pela descarboxilacao oxidativa do Piruvato - reacao irreversivel
- Braco da lipoamida canaliza a reacao entre os sitios cataliticos do complexo catalitico

/LL)L L

Oxidation Transfer to CoA

o]

S—CoA

Acetyl CoA
1° REACAO - descarboxilaciao do Piruvato - dependente de TPP

' ’ O
L ﬁ & ) HY HyC, A {o HsC._ f '

\//N\ -"\OL;_-.C,;;'CQO T [ L 0“ _‘/ \’/N : OH
R/L) —;,c'ﬁ R/\/:>_{ CH, R/K/\—{ g v r,N>_( R/”\

Pyruvate Addition compound Resonance forms of hy&oxyd!w‘-m Hydroxyethyl-TPP

2° REACAO - grupo hidroxietil transferido do TPP para Lipoamida - Transacetilase
- envolve a oxidacdo da carboxila e reducao da lipoamida S-S - H-S + S-Acetil

R’ R’ Hs—
HiC, N/* - H3C, N/+
| G N
I — Iy em
. c .‘ICH_t, 5\\'/ i P T( A,
H “‘Rll

Hydroxyethyl-TPP Lipoamide Carbanion of TPP Acetyllipoamide
(ionized form)




-Complexo enzimatico da Piruvato Desidrogenase

3° REACAO - transesterificacao dependente de CoA
- liberacao de Acetil-CoA

HS—,

0 HS—'\\
CoA—SH + HiC._ SR_J{“ — r:.m!lt—s;)L TSCH. 4+ H‘_-.'\/
f I-Ru H ..J.." Ru
Q
Coenzyme A Acetyllipoamide Acetyl CoA Dihydrolipoamide

4° REACAO = regeneracao da Lipoamida oxidada = troca dissulfidica - duas Cys
- envolve FAD fortemente ligado a E3

NAD™

™,
>+ FADH; > FAD + NADH + H'

T___._
Hs— .
H w er H ® R-.r
Dihydrolipoamide Lipoamide

S° REACAO = oxidacao do dissulfeto da E3
- envolve FADH como intermediario e NADH como aceptor final da reacao



-Complexo enzimatico da Piruvato Desidrogenase

O

|
% CoA-SH )
ﬁ) . CS\» /C\ 0 CH;—C—S-CoA
| 4 T

CH,—C— ( 1\\ Acetyl-CoA
= (3) /Reduced
Pyruv ate 6\)\\\‘\ lipoyllysine

Acyl SH
llpay]lysme /\/\S: SH

) l
C U/ CHOH S NADH + H*
Oxidized
lipoyllysi
Hydroxyethyl R @ )
TPP
NAD*
Pyruvate Dihydrolipoyl Dihydrolipoyl
dehydrogenase, transacetylase, dehydrogenase,

E,; E, | D




Regulacao do complexo PDC

* Inibida quando [ATP/ADP], [INADH/NAD+] e [acetilCOA/C0A] T
* Inibida por acido graxos de cadeia longa (mod. alostérica)
« Por modificacao covalente (mamiferos):
- piruvato desidrogenase cinase fosforila E1
inativa o PDC (ATP e um ativador alost. desta cinase)

- piruvato desidrogenase fosfatase : reativa o PDC



Ciclo de Krebs ou Ciclo do Acido Tricarboxilico

= principal sitio de 6xido-reducao de moléculas

- sitio de oxidacao final de carboidratos, aminoacidos e acidos graxos

> Local: mitocondria

- 0 equivalente a 1 grupo Acetil é completamente oxidado a 2 CO,

- entra Acetil CoA (e outros metabodlitos) e sai 1 GTP e 8 e’ (3 NADH e 1 FADH,)

1° NADH - isocitrato desidrogenase - sitio de evolucao de CO,
2° NADH - a-cetoglutarato desidrogenase - sitio de evolucao de CO,
1° FADH, - succinato desidrogenase
3° NADH - Malato desidrogenase

-> o oxaloacetato é regenerado no final do ciclo = sistema oxidante de grupos acetil

- 4 pares de elétrons sao transportados pela cadeia de transporte de elétrons para a

oxidacao de O,



As Reacoes do Ciclo de Krebs

Piruvato
i ) Acetyl-CoA
Mitocondria 9
CH;—C—S-CoA
@ HoO
Condensation \ CoA-SH

citrate ) <| =

S;Lthaso (IJHz—COO

0=C—C00 HO—C—COO™

/ &H,—c00- CHi—C00" Dehtion
Dehydrogenation

dehydrogenase

COO~
HO—CH
Malate |
CH,
COO~
Hydration fumarase
H,O
(|300 &
Fumarate FADH,
COO - /
succinate
d( chydrogenase
Dehydrogenanon

(IZHZ—COO“

CH, succinyl-CoA
| \synthetaso
€0oo : CH,—COO"~

4 Oxaloacetate Citrate \
/ malate H,0

aconitase \

(l)H2—COO &
C—COO0~ ; :
Il cis-Aconitate
(|J—COO
H
H,0
NADH aconitase
Hydration
CH,—COO~
H—C—COO™
Isocitrate
HO— (IJ —COO
H
isocitrate @
dehydrogenase Oxidative
’1« decarboxylation

a-ketoglutarate (I:HZ_COO CO;

dehydrogenase CH,
complex (HZ—COO"

Succinate \ (IJHZ ’ O
CoA-SH «a-Ketoglutarate
(”?—S—COA CoA-SH
@) v O
(ADP) Succinyl-CoA CO,
+P, @
Oxidative
Substrate-level decarboxylation

phosphorylation

Grande extracao de
energia a partir de
1 Acetil-CoA

=> 8 reacdes enzimaticas

: CitratoSintase

Aconitase
Isocitratodesidrogenase
a-cetoglutarato desidrogenase
Succinil-CoASintetase
Succinatodesidrogenase
Fumarase
Malatodesidrogenase

XA H LN




0

Vs
A H,0 CoA-SH THFC\O_
7
. N CH,—C # 0=C—000" % HO—C—CO0™
1° Reacao: SCoA  (g,—coo-  wuihase CH,—C00"
Acetyl-CoA Oxaloacetate Citrate
AG" = —32.2 kdJ/mol
CH,—COO H,0 CH,—CO0O H,0 CH,—CO00
HO—(ll—COO' 2| (—C00" |——- H—C—C00"
H—(E—COO" iconitase (|J—COO' aconitase HO—(lj—COO_
2° Reacéo: H H H
Citrate cis-Aconitate Isocitrate
AG"™ = 13.3 kd/mol
+ +
?HZ_ coo- | NAD®) NAD(E)H +H {|’:H2— 00
H—(i?—COO_ (|IH2 -
~ isocitrate _ + 9
HO_?_COO dehydrogenase (lf_COO
3° Reagéo: i
Isocitrate a-Ketoglutarate

AG® = —20.9 kdJ/mol

Ocorre a primeira descarboxilagdo oxidativa com liberagdo com conservacéo de energia na forma de NADH

(lle—COO‘ CoA-SH [NAD*  NADH] CH,—C00-

?Hz \ \ / CHZ + Coz
o X~- _B = a-ketoglutarate _a.
4° Reacao: t|C|: €00 Fia— {ﬁ S-CoA

0 complex 0

a-Ketoglutarate Succinyl-CoA

AG"™ = —33.5 kd/mol



(0
V4
CH3—C/

S-CoA
Acetyl-CoA

+

O=(|:—COO B

CH,—CO00™
Oxaloacetate

Sintase: reacdo de condensacao sem nucleosideo trifosfato (ATP, GTP...) ou outra origem de energia

Acetyl-CoA @

Q Condensation
CH;—C—S-CoA ¢

CoA-SH
citrate H—CO00™

0=¢—coo- synthase H o—%—c 00"

CH,—C00™ CH;—C00” |Dahydration

Dehydrogenaﬂoy
Oxaloacetate Citrate
malate C|tr|c a(ld azonitas\' H20

- dehydro-
00~ dehydro Cycle [cu N
l 7

HO—CH
Malate Ha

@ 00"
Hydration fumarase
H20

[<elop

genase
€—C00~ cis-Aconitate

Hydration
CHy—C00™

—C007
H H,0
aconitase .@

Fumarate CH H—C—C00~
Hg @ o Cl o Isocitrate
C00" succinate |soc|trat (|00' @
@ dehydrogenase Oxidative
- a-ketoglutarate decarboxylation
Dehydrogenation CIHI_COO . dehydrogenase (<Y
Liattg i conpls . filz=cour
) cow\m,—coo- e
Succinate | (=0
CoA CHy CoASH | -2 a-Ketoglutarate
P)  Gpp C—S-CoA s o0
® (ADP)‘l) 2 @
+P; lative
Substrate-level Succinyl-CoA |, o‘:ix .I
phosphorylation lecarboxylation

/O

i
(o
HO—C—CO00~
CH,—CO00~

Citrate

CHZ—C

H CoA-SH

20 j
citrate
synthase

v

AG'° = —32.2 kJ/mol



1) CITRATO SINTASE
Alimenta a fornalha

Catalisa a condensacao de oxaloacetato com Acetil-CoA Anélogo da
/O

& H,O CoA-SH THz_C\O_

V

CHa—C/ + O=C—CO00"~ \/ > HO—C—COO~

ot | citrate |

S-CoA CH,—COO "~ synthase CH, —C0OO0™
Acetyl-CoA Oxaloacetate Citrate

AG'® = —32.2 kd/mol
Citrato sintase 2 Homodimero
* 1 ° substrato - Oxaloacetato &
- induz mudancas conformacionais no dominio flexivel
criando um sitio de ligacao para o 2 ° substrato 2 acetil-CoA

* Ocorre formacéao do intermediario: citroil-CoA - alteracéao
conformacional 3

*Leva a hidrodlise do tioéster, liberando CoA




Hj,m,m 1) CITRATO SINTASE
érggl Alimenta a fornalha

H ‘__P’
N Ir'
o) O0=C—C00- |
His*20 . H>
N_I_H H.C—C00- H.'l'T.:Il_s-c.;.A
N Omloacetate i aepcoa = modificacdao conformacional fecha o Acetil CoA sobre o
on- ]

Citrate synthase - oxaloacetato
The thiester linkage in acetyl-CoA activates the methyl - Mecanismo acido-base forma um intermediario enol

hydrogens, and Asp®'® abstracts a proton from the methyl
group, forming an enolate intermediate.

@\ - Enol ataca por SN, o oxaloacetato 2 forma o citroil-CoA
- Hidrolise libera a CoA mais Citrato - exergonica

The intermediate is stabilized by hydrogen bonding to
and/or protonation by His?™ (full protonation is shown).

H . .
<1~ij/“-)““n'l The resulting condensation generates citroyl-CoA. Synthase Mechanism
—~ R _.-*‘=h! E His™™ |
r.f"'- —— —Eﬁk . < j
N F g { = H.‘BE“
N N ﬁ‘b{f . | CoA-SH
Hig™ ¥ H 0=C—C00~ HO=(—S8-CoA @ - - H -
Enol intermediate 7 ' ~
000 H = i H,0 4 HE—C00-
i | —ri>xsm HC—('—S-CoA ' —he
. I\ | - —His™ HO— 000
| HO—(—CO00- @ ., |
Asp™™® N CH,;—COO-  Citroyl-CoA N CHCO0"  Citrate

The enol{ate) rearranges to attack the carbonyl carbon of Asp™® Asp"™
oxaloacetate, with His?™ positioned to abstract the proton | |
it had previously donated. His™® acts as a peneral acid.

The thisester is subsequently hydrolyzed, neratin
CoA-SH and preducing m.ra{e. vd e ¢



Importancia da ligacao tioester

/0
CH;—C Acetyl-CoA
S-CoA
H,O0 ~| hydrolysis
CoASH
o)
Vi
CH 3—C< Acetic acid
OH
ionization
[N
o'
4/
CH;—C_ Acetate
Nys-
resonance

stabilization

Free energy, G

Extra stabilization of
o oxygen ester by resonance
Vs
CH;—C
\5 —R Oxygen
ester 5
o resonance 0
V4 stabilization 4
—_— —_— =
AG for CH, c\ SH,=C N\
thioester O—R C;_— R
hydrolysis
AG for oxygen
ester hydrolysis
o] o
4 4
CH3—C\ + R—SH CH 3—C\ + R—OH
OH OH

Acetyl-CoA + H,0 — acetate” + CoA + H*

AG'° = —31.4 kJ/mol



Citrato sintase

Oxaloacetato (em amarelo) é o primeiro substrato a se
ligar, e promove uma mudanca conformacional,
criando um sitio de ligacdo para o segundo substrato, o Acetil-CoA
(em vermelho um analogo da Acetil-CoA)



2) ACONITASE
-forma isocitrato via cis-aconitato

- envolve desidratacao e hidratacao facilitado por um complexo Fe-4S

CH.,—CO0 H,0 [ CH~C0DO | HO \‘0/ x;’fo COO0
go—b coo —2 .| & coo N " \/O“'C\ |
Bt 0o 1conitase i_‘:ﬁﬂ arondtass Cys_sk I\K;,Fr‘*-.xoffljftl{z

- - FEE‘:S—S H Cl

Citrate cis-Aconitate B ﬂ‘? / ooc” )\ "H:B

Hy—L00 Cys—S ¢! g H
H—(—CO00
HO_d_n S—Cys
Loo
Isocitrate

AG™ = 13.3 kJ/mol



Dehydrogemtloy
malate

HO—CH

Malate

@

Fumarate

Co00~
Hydration fumarase
H20

0=C—C00"

dehydro-
genase

?00'

Hz

€00~

i oron,

CH—C00™
Oxaloacetate

Acetyl-CoA @
ﬁ' Condensation
CH3—C—S-CoA ¢
CoA-SH
citrate < H2—C00™
synthase HO coo"
CH2—C00" [Pehydration
Citrate -
Citric acid aconitasey 20
cycle
;—COO
c—coo cis-Aconitate
(I—COO
H
aconitase
cn,——coo
—C CO0
| Isodtrate
HO —C—H
isocitrate | @
dehydrogenasy €00~
a-ketoglutarate 4 \ decarboxylation
o,

co0 succinate
@ dehydrogenase
Dehydrogenation  CH—C00~
succi
i
coo~
Succinate
CoA-!
Substrate-level
phosphorylation

synthetase

nyl-CoA
CH>—C00™

GDP C—S-CoA
(ADP)

+P;
Succinyl-CoA

dehydrogenase

complex CH,—COO™

Civei c|=° a-Ketoglutarate
€00~

®

Oxidative
decarboxylation

€02

CH,—COO"
HO—C—COO"
H—C—CO0O"
;
Citrate

AGIO —_

H>O0

J

-

aconitase

(|:H2—C00‘ N

(Ii—COO'
(IZ—COO'

13.3 kJ/mol

H _
cis-Aconitate

H,0
X

S

-

aconitase

(IZHZ— COO0~

H—C—COO~

HO —CI.'—H
COO~

Isocitrate



3) ISOCITRATO-DESIDROGENASE
- descarboxilacao oxidativa < produz NADH e CO,

- necessita de Mn2* ou Mg2* como cofator
NAD(P)" NAD(PH + H'

CH,—COO™ CH,—COO™
| | A4 |
H—C—COO ~ CH»

| isocitrate ‘ + COz
HO— (l:‘,—C()O dehydrogenase ﬁ—COO
15| O
Reacio em 3 etapas Isocitrate a-Ketoglutarate
1° < Reducao de NAD+
2° < Descarboxilacdo = Intermediario enol AG'° = —20.9 kJ/mol
3° = Rearranjo em ceto-enol
rlsoo- i clsoo- ) I c|:oo— | (lz,oo-
?Hg o NAD(P)* NADP)H + H* (|3H2 - CO, ?Hz ?Hz
H+
m oy — e [ = BpE
HO—C—H desidrogenase CZO‘ Cj(—)"\_ C=0
| @ | N 2+ @ | A2+ |
C _— . C Mn C Mn ® C
7\ O isocitrato é oxidado pela I\ / A descarboxilagéio Y AN J\
0o O transferéncia do hidretoao | O O éfacilitadapela | O O | O rearranjo do o
Isocitrato NAD" ou NADP* Oxalosucmnato remogéo dos intermediério a-Cetoglutarato
(dependendo da isoenzima elétrons pelo Mn?* enol gera

da isocitrato-desidrogenase). ligado & enzima. a-cetoglutarato.



Acetyl-CoA @
Condensation
CH;—C—S-CoA y ¢
CoA-SH
citrate H—C00™
h
0=1—C00' synthase HO—C—C00" .

CH,—CO00~ Dehydration

Citrate
aconitase H20

2—C00™

Dehydrogenation CH2—C00"™
Oxaloacetate
malate

00~ dehydro-
? genase

Citric acid
cycle

HO—CH
Malate Ha C—C00"~ cis-Aconitate
©) coo~ E—C°°'1 it
Hvdl:u:“ T aconitase
’ coo" CH,—C00"~
Fumarate CH H—C—C00"~
H! @  Ho—d— Isocitrate
® cloo- ;::‘c;::;egenase dehyd'r?g::::e cloo- m@ﬁﬁ
Dehydrogenation CHz—coos‘u —— ﬁ;'?.';gﬂ,:l:i':s'zcﬂ p—— cozd«alboxvhﬁon
Ha synthetase S _—
Succlnatei()o»&?”z—coo- ~ %Hz
CoA-SH TH; SH ?=° a-Ketoglutarate
{
o ® ZI" = o
Substrate-level B Succinyl-CoA Oxidative
~ _ phosphorylation lecarboxylation
CIOO_ CIOO' CIOO' CIOO'
CIHZ NAD(P)" NAD(P)H + H* (I-_Hz co, cln2 cIH2
(o] (0] H
H—c—cZ N »| H—c—c% a »|H—C >»H—C—H
| \o— isocitrate lljf; \o- I A I
HO —C—H dehydrogenase c= ] @ C—O‘_ @ c=0
I | “M 2+ I “NI 2+ I
S Isocitrate is oxidized b S /" | Decarboxylati £ 7" |B t S
S B | o [BRREEE| o |EEEEE -
ydride transfer to or | is facilitated by ] oftheeno
Isocitrate NADP (depending on the Oxalosuccinate electron with- intermediate a-Ketoglutarate
isocitrate dehydrogenase drawal by generates
isozyme). bound Mn2+, a-ketoglutarate.

Figure 16-11

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company




4) ALFA-CETOGLUTARATO-DESIDROGENASE
- Forma um complexo multi-enzimatico

- Descarboxilacao oxidativa < produz NADH e CO,
- Funciona de maneira similar ao complexo da piruvato-desidrogenase

- Acopla um CoA ao a-cetoglutarato

CH,—COO~ CoA-SH NAD' NADH . c00-
CH2 \ \ / CHZ + COZ
C—CO0O~ a-ketoglutarate ” C—S-CoA
| dehydrogenase | |
O complex O
a-Ketoglutarate Succinyl-CoA

NAD* é o aceptor de elétrons
CoA é o transportador do grupo succinil AG'° = —838.5 kdJ/mol



Acetyl-CoA

Condensation
CH3—C—S-CoA o

CoA-SH

citrate H,—C00™
i synthase
0—¢—coo Y Ho—g—co0"
Dehydrogenation CH>—C00™ CH2—C00™ |pehydration
Oxaloacetate Citrate
malate C|t"c aC|d aconitase H20
- dehydro-
00" genase cycle
HO—CH
Malate Ha —coo cis-Aconitate
@ Coo~ —COO
Hydration fumarase
aconitase
H,0 Hydrntlon
coo™ cnz—coo
Fumarate CH H—i —C
I Iso:ltrate
HC HO —CI
l isocitrate
Co0" succinate dehydrogenas‘y Co0- @
@ dehydrogenase —
b nati )y coo- a-ketoglutarate 4 \ m’dyhﬂm
hydrogenation IHZ_ i dehydrogenase Co;
H succinyfCoA complex CH;—CO0~
? 2 syntheffase
coo- CH;—C00" Ha
Succinate = | —0
CoA-SH ?Hz CoA-SH T_ a-Ketoglutarate
v\ B)  Gijp C—S-Con % i
) (A P) I RO,
S“M“H“" T Su:clnyI-CoA d o’dd“w‘:i
phosphorylation lecarboxylation

CoA-SH
CH,—COO~ NAD* CH,>,—COO~

I NADH |
CIHz CIHz + CO

C—0 a-ketoglutarate C—S-CoA
I dehydrogenase I
CO00~ complex o

a-Ketoglutarate Succinyl-CoA

AG’° =-33.5 kJ/mol

Perda do grupo carboxila na forma de CO, e En. de oxidacao conservada na ligagdo tioéster



(H2—CO0 Gpp .+ p, GTP [coasH  §9°

XA CH. CH
5° Reacdo: 2 _ |7
(I:|1’_S'COA succinyl-CoA CH,
synthetase CcOO~
Succinyl-CoA Sueccinate
AG'? = —2.9 kJ/mol
o . T9° | rap FADH Te°
6° Reacao: CHy A CH
(IJHZ succinate HC
COO~ dehydrogenase C|JOO —
Succinate Fumarate

AG'° = 0 kd/mol
Ocorre conservacdo de energia na forma de FAD reduzido.

A succinato desidrogenase é a unica enzima do TCA que esta ligada a matriz mitocondrial

(I_loo_ CcCOO™
ﬁJH H?’\O HO—(IZH
XAs HC HC—H
70 Reagao éoo? fumarase Loom
Fumarate .-Malate
AG’° = —3.8 kJ/mol
8° Reacio: (OO |NaD* NADH + H* (o0
€acao. HO—(|3—H \ / O=(|J
CH2 CH2
| malate |
COO~ dehydrogenase COO~
L-Malate Oxaloacetate

AG'™ = 29.7 kJ/mol



S) SuccCINIL-COA-SINTETASE
- acopla a sintese de GTP com a quebra da ligacao de CoA do Succinil

- envolve a enzima fosforilada para o estado intermediario

(EHQ_COO GDP + P; GTP CoA-SH (lzoo
CH, // CH,
1°: formacéao do Succinil-Pi | \ . |
. . C—5-CoA ) succinyl-CoA CHy
2°: enzima fosforilada e [ s |
synthetase COO~
liberacao do Succinato
Succinyl-CoA Succinate

3°: Atividade quinase 2>

fosforilacao ao nivel do

substrato AG’® = —2.9 kJ/mol

I.OO‘

|, 3

N O AL O\NQ“ =l s
=0

%:,\— otp\o2 \-Q{N“ —2‘ éu, ° \%{

s . 0 GDP
oo " 0 Loo l\
A HN
2
Nucleosideo-difosfato-quinase

GTP + ADP — GDP + ATP GTP



Acetyl-CoA
2 @

1 Condensation
CH3—C—S-CoA o
CoA-SH
citrate H>—COO™
- synthase
o=g—coo Y HO—¢—c00"
Dehydrogenation CH>—CO00"™ _CH2—CO0™ 'pehydration
Oxaloacetate Citrate
malate C|tr|c ac“’ aconitase H20
- dehydro-
00" genase cycle i
HO—CH CIH 2—CO0
Malate cle ﬁ—coo = cis-Aconitate
@ coo- - _
e 2]
Hydration fumarase i H
NAI?H aconitase
H>0 B, Hydration
(I:OO' CH,—COO0~
Fumarate CH H—C—COO0"~ <
Il 4k Isocitrate
HCI HO —(IZ—H
% isocitrate
CO0"~ succinate dehydrogenas Co0~ @
@ ehydrogenase Oxidative
= _ a-ketoglutarate decarboxylation
Dehydrogehation CIH 2—C00~ i dellydrogenase co,
CH succinyl-Co. icomplex CH,—C00~
= synthetase
. coo- CH,—C00~ H2
Succinate | c=o0
CoA- CH> CoA-SH | - a-Ketoglutarate

A oo ‘I:I_S_COA d. coo
(ADP)O @
Oxidative

decarboxylation

® |
Substrate-level *h Succinyl-CoA
phosphorylation

CH,—CO0" COO0-
| GDP + P; GTP CoA-SH |

CH, // CH,
| \ .
(—5-CoA = succinyl-CoA (|:H2

g synthetase COO-
Succinyl-CoA Succinate

En. livre de hidrdlise da ligacdo tioéster do succi,il-CoA forte e negativa (-36 kJ/mol)




6) SUCCINATO-DESIDROGENASE
- conta com um FAD covalentemente ligado a enzima

- faz parte do complexo II da cadeia transportadora de elétrons - sitio de oxidacao do
FADH, formado

- forma fumarato = alcano a alceno

COO COO

CH, J/// CH
K e
CHZ succinate H?
COO™ dehydrogenase COO~
Succinate Fumarate

Em eucariotos: ligada a MMI da
mitocondria / Bactérias: MP AG'° = 0 kJ/mol

Contém grupos Fe-S e conta com um FAD
covalentemente ligado a enzima



Dehydrogenati(y
malate

0=C—C00"~

CH>—CO00™
Oxaloacetate

Acetyl-CoA
o

@

1 Condensation
CH3—C—S-CoA o

CoA-SH
H>—COO0™
HO—C—CO0O0™

citrate
synthase

CH>—CO00"™ |pehydration
Citrate

1.3.5.1

130000
Succinate déshydrogénase

c.t i .d aconitase Hzo
o Fomie ':""i . (Complexe II
HO—GH CHE=CO0x FAD/FADH, 3 Fe-S cytb,,,
Malate C—C00"~ cis-Aconitate
doo- é:—coo 7
H,0
Hydl’aﬁo%( fumarase a'-clonitase ) Succinate
Hydration
coo- CH,—CO00"~ 5 ;ttmg; Bﬁ!
CIOO & succinate iSDciErate CIOO g .® § . mﬁ& iiikll« i&a‘g ] f{u«
@ dehydrogenase . I de:::::;yﬂr:t i
Dehydrogenation CH>—CO0O0"~ ‘;;pf;:?o;::::: CO2 S, QH'
complex CH,—C00"~
Succinate " "
Hecinate EoREE c|=(_) a-Ketoglutarate
(ee o)
CO> @ - « e . oy
NOR. - Malonato= inibidor competitivo

Succinate

phosphorylation

+P;
Succinyl-CoA

decarboxylation

CO0" )
FAD - /coo
C
(II:
-00c” H

succinate
dehydrogenase

COO0~
Fumarate



7) FUMARASE
- hidratacao da ligacao dupla do fumarato = forma malato

- envolve um ion OH- para atacar a ligacao dupla do fumarato

COO COO

|
CH el HO—CH
[ NN
I_ICI3 " fumarase HC—H
COO™ COO™
Fumarate L-Malate

AG'® = —3.8 kdJ/mol



~00C

Fumarate

Acetyl-CoA

1 Condensation
CH3—C—S-CoA H,0

OH" H\C_/ =

N |
c Im----OH
fumarase —ooc/ \

Carbanion
transition state

A

fumarase

CoA-SH
citrate H>—CO0O0™
_ synthase
0=c—coo Y HO—C—CO00"
Dehydrogenation CH>—CO00™ _CH>—CO0" |pehydration y
Oxaloacetate Citrate
malate C|tr|c aCld aconitase H20
- dehydro- B —
o cycle ., _COO
. CH ,—CO00"~ 2 /
Malate (I:H2 fI—COO' cis-Aconitate H — C
@ ) M C€—C007
| H,0
Hydration fumarase H
aconitase C e
H>0 Hydration
coo” CH,—C00"~ = ooc \
Fuymarate CH H—C—CO00"~ -
Il Isocitrate H
HC HO —C—H
| % isocitrate | @
COO_\ succinate dehydrogenase/ COO~
@ dehydrogehase Oxidative L' a ate
_ a-ketoglutarate decarboxylation
Dehydrogenation CH>—CO00™ dehydrogenase CO>
H succinyl-CoA complex CH;—COO™
I & synthetase
. CH,—C00~ H2
Succinate c—o0
CH> CoA-sH | a-Ketoglutarate
GDP C—S-CoA ——
CO>
® ) (ADP) )
Substrate-level Oxidative

phosphorylation

+P;
Succinyl-CoA

decarboxylation



8) MALATO-DESIDROGENASE
- oxidacdao da OH do Malato 2 regenera oxaloacetato
- dependente de NAD+ = similar a lactato desidrogenase
- reacdao endergonica - reacao dirigida pela retirado do produto

- [oxaloacetato] € minima - retirado pela citrato sintase e outros 2 AG < 0 < exergonica

COO NAD™" NADH + H' COO

HO—C—H \ / 0=C
CH2 - = CHQ

malate

COO™ dehydrogenase COO™

L-Malate Oxaloacetate

AG'° = 29.7 kd/mol



Acetyl-CoA

Il
CH;—C—S-CoA | o

®

Q Condensation

CoA-SH
citrate H>—COO0™
_ synthase
0=c—coo Y HO—C—CO00~
Dehydrogenation CH2>—CO00™ _CH>—COO™ 'pehydration
Oxaloacetate| Citrate
malate Citric aCId aconitase H20
- dehydro-
§9° genase cycle
HO—CH CIH 2—C00"~
Malate CHa ﬁ—COO‘ cis-Aconitate
@ ___ g0 4
| H,0
Hydration fumarase H
aconitase
H,0 Hydration
coo- CH,—COO0"~
Fumarate CH H—C—CO00~ -
I Isocitrate
HC HO —C—H
| " isocitrate | @
Co0~ succinate dehydrogenas coo’_
@ dehydrogenase Oxidative
. _ a-ketoglutarate decarboxylation
Dehydrogenation CH2—CO00™ dehydrogenase Co>
H succinyl-CoA complex CH;—COO™
2 synthetase
. Coo- CH,—C00~ H2
Succinate c—o0

CoA-SH

CH> I a-Ketoglutarate

[<eloy
GDP C—S-CoA
co
® ) (ADP) l.', 2 @
+P; i E
Substrate-level Succinyl-CoA | C!xl;dal:wet ]
phosphorylation ecarboxylation

?oo- NAD*

HO—(IZ—H

NADH + H*

=

2

malate

COO0~

dehydrogenase
L-Malate

Oxaloacetate



Producao de energia do ciclo
Acetyl-CoA

1: Isocitrato desidrogenase
Ceate 2: a-cetoglutarato desidrogenase
Oxaloacetate .. SR 3: Succinato desidrogenase
NADH 4: Malato desidrogenase
' Citric COz NADH
acid
Malate cycle a-Ketoglutarate
COg
Fumarate NADH
Fm SuCCinyl-COA 2 CITRIC ACID CYCLE OXIDATIVE PHOSPHORYLATION
Succinate ” N [ X
. Grp 1 |
(ATP) CoA—$ CHy y o piag it
Electron- ATP
transport synthase
202\ chain ~9AD:\
+5
*2¢0, / 4 H,0 4 /
Y Y
/ Proton gradient / ~ 9 ATP
\ 1GTP+8e J (~ 36 H) ) J




Acetyl-CoA

/_L‘ Saldo final — Cada molécula de Acetil-CoA que entra no ciclo gera:
Citrate
N\ -3 NADH

Oxaloacetate Izocitrate

-1 FADH,

Citric

Mo - «1 GTP ou ATP

a-Ketoglutarate

Fumarate

.B\ Succinyl-CoA

Componentes do TCA sado importantes intermediarios anabolicos

Pyruvate

Phosphoenolpyruvate

:

ReacOes anapler

snzyme

oti oS intermediarios



O catabolismo de proteinas gera diversos mtermedlarlos do TCA

Leucine
Lysine
Phenylalanine

Tryptophan Ketone
Tyrosine bodies

Isocltrate

Acetoacetyl CoA ]

;a -Ketoglutarate I

3

Citric

(‘m'ate acid Suceinyl-CoA
"‘ A cycle 3
Acetyl-CoA | Succinate
Oxaloacetate;_l Fumarate i
Malsits 42
I’vruvaLe
\ Glucose

TABLE 16-2 Anaplerotic Reactions

Reaction

Tissue(s)/organism(s)

pyTuvate car bocrvlase

Pyruvate + HCOS + ATP

=~ pxaloacetate + ADP + P

Liver, kidney

£ oA

Phosphoenolpyruvate + CO> + GDP

= pxaloacetate + GTP

xylase

Phosphoenolpyruvate + HCOS

= oxaloacetate + P,

malic ereyme

Pyruvate + HCO3 + NAD(P)H

malate + NAD(P)™

Heart, skeletal muscle
Higher plants, yeast, bacteria

Widely distributed in eukaryotes
and prokaryotes

Reacdes anaplerdticas repdem intermediarios metabolicos importantes para o TCA



A Reqgulacido do Ciclo de Krebs

Piruvato
. ' ATP, acetil-CoA,
A entrada e regulada: , complexo NADH, écidos graxos
aa plruvutu
desidrogenase @ AMP, CoA, NAD*, Ca?*
- Piruvato desidrogenase v
Acetil-CoA
-) Citrato Sintase ®NADH, succinil-CoA, citrato, ATP
@) App

citrato-

O Ciclo de Krebs também é regulado:

sintase Citrato
—2Reacao da isocitrato-desidrogenase , \
Oxaloacetato Ciclo Tootinit
_— do écido g T

citrico isocitrato-

desidrogenase

- Reacdo da a-cetoglutarato-desidrogenase |

malato-

desidrogenase NADH

Pontos de controle

complexo da
a-cetoglutarato-
desidrogenase

Relacionados aos principais metabdlitos FADH,
- Acetil-CoA, oxaloacetato e NADH

succinato-

3 fatores controlam a velocidade do ciclo: desidrogenase Succinil-CoA

- Disponibilidade de substrato

- Inibicao pelos produtos acumulados

= Inibicdo alostérica por
retroalimentacao das enzimas de catalisam as GTP
etapas iniciais do ciclo e




Pontos de Controle

(‘“mpk‘ilruw% - - Varios pontos de. controle
la piruvato- s - Acetil-CoA e oxaloacetato nao saturam a Citrato
sidrogenase @ AMP, CoA, NAD*, Ca?* sintase
v - Falta de NADH aumenta a formacao de oxaloacetato
e R e Acetil-CoA
NADH, suceinil-CoA, citrato, ATP - NADH e FADH, sdo oxidados somente se ADP é

@) Ao simultaneamente fosforilado a ATP

citrato-

sintase  Cltrato ATP = inibe a Citrato sintase, isocitrato
desidrogenase e a-cetoglutarato desidrogenase
Oxaloacetato 3 f::li(:lo Isocitrato - Resulta em acumulo de Citrato

-
citrico isocitrato-
desidrogenase

Q) ate - Logo, a necessidade/disponibilidade de ATP
@ ca?*, ADP garantem o funcionamento do ciclo de Krebs

malato

desidrogenase ; NADH

Malato \

NADH = inibe a Piruvato-desidrogenase, citrato

a-Cetoglutarato

FADH, o e (®) succinil-CoA, NADH sintase, isocitrato desidrogenase e a-
asetoglutarato- /@ ca?+ cetoglutarato desidrogenase
6 v s AT Succinil-CoA Succinil CoA = inibe a citrato sintase & ocupa

sitio da Acetil-CoA

- ADP e Ca?* ativam a isocitrato desidrogenase
- Ca?* ativa a fosfatase da Piruvato-desidrogenase
(ATP) ativando-a



O papel em outras vias

- € uma via anabdlica ou anfibélica 2 oxaloacetato para a gliconeogénese e esqueletos de
carbono para aminoacidos

/ Piruvato
piruvato- l

carboxilase Acetil-CoA

PEP-carboxicinase

v -
Fosfoenolpiruvato (PEP) 4 > Oxaloacetato Citrato
PEP-
&
do acido
Malato citrico

/



O papel em outras vias 2>
Fornece blocos de construcdo para outras vias < anaerdbicas

Acetil-CoA
Oxaloacetato Citr a{
Inversao do )
Reciclado a NAD* NADH produzido

sentido oxidativeo
(normal) da via

Malato

Isocitrato  pela oxidagéao do

pela reducao do el
isocitrato

oxaloacetato a

succinato
L a-Cetoglutarato Nao possuem a-cetoglutarato-
Fumarato J, desidrogenase = nao conseguem
\ realizar a via completa das
Produtos da reacdes do Ciclo de Krebs
Succinato biossintese

\ (aminodcidos,
Succinil-CoA ™™ nucleotideos,
heme, etc.)



