METABOLISMO BACTERIANO

Metabolismo é conjunto de reac¢des bioquimicas interconectadasrd ser vivo
A definicdo é correta, mas incompleta, pois tamlaweria considerar a fungédo das
reacdes celulares. Podem ser apontadas funcoedfiesyse(biossintese de aminoacidos,
degradacdo de carboidratos, etc.) e funcdes marsisgecomo a obtencéo,
armazenamento e utilizacdo de energia. Uma definighrangente, que engloba
processos e fungbes @:metabolismo € a estratégia de sobrevivéncia de espécie
Conceituar assim o metabolismo inclui a ideia desg@rvacédo do individuo e a garantia
de geracdo de descendentes. Para tanto, é exmiger divo a capacidade de interagir
com o ambiente de forma a obter os elementos rEgt@s$ara sua manutencédo e sua
replicacdo. A reproducdo € a situagdo mais drasticde maior complexidade em
comparacao a simples manutencao.

Os seres vivos sao peculiares em sua capacidadepdeduzir-se. Ao fazé-lo,
parecem contrariar as leis da termodinamica gabelsicem como tendéncia de qualquer
sistema o0 aumento do seu grau de desordem - gs\weene mantém sua organizagao ao
longo das sucessivas geracdes. Para obter eskdligstie recorrem a transformagdes
internas que aparentam ocorrer no sentido opogadéncia termodinamica. E o caso
das sinteses em geral e das concentracdes inteaeslde ions e de moléculas, maiores
do que as encontradas no meio ambiente. Os sen@s ngtiram do ambiente a matéria
prima, para manter ou mesmo aumentar seu graugamipacao, e liberam diferentes
substéancias, provocando um aumento da desorgaoidagéeio. Além dos componentes
estruturais da nova célula, uma fonte energéticadamental para manter o processo no
sentido contrario aquele considerado termodinanecéenfavoravel. A conciliacdo entre
a organizacdo dos seres vivos e 0s principios mhaotBnamica é obtida quando se
consideram os individuos juntamente com o ambigbtmtabilizando os seres vivos
mais o meio ambiente fica claro o aumento da desargcao e, portanto, a subordinacéo

as leis termodinamicas.

As células necessitam de ATP, 13 compostos precuese NADPH

Embora alguns processos possam ser realizadasanth o potencial energético
contido em gradientes de protons ou de outros i@nsaior parte das necessidades



energéticas celulares é suprida pela energia gaiotntida na molécula de adenosina
trifosfato, o ATP. Portanto, estudar os mecanisrdes obtencdo de energia pelos
microrganismos significa analisar os processosspgl@is estas células sintetizam ATP.
Para esta sintese, duas sdo as fontes energéticemigs: aluz ou aoxidacdo de
compostos quimico€omo grande parte dos compostos quimicos a sexatados foi
produzida a custa da energia solar, vé-se que arrparte da energia primaria usada
pelos seres vivos € a luz do sol.

Além de energia, a duplicacdo de uma célula reapaeéria para a duplicacao dos
seus componente&rosso modoas células de todos os seres vivos sdo quimicament
semelhantes: sdo constituidas de &acidos nuclgicotginas, carboidratos, lipidios, etc.
Assim, ainda que as estratégias adotadas paranagao de uma nova célula possam ser
diferentes conforme o organismo, o desafio a gegraglo € semelhante para todos.

O grande numero de compostos intermediarios peEsembs processos que
permitem a manutencgéo e duplicacdo de uma célida diero que o metabolismo € uma
rede muito complexa de reac¢des quimicas. Sua cemgie, entretanto, € facilitada pela
analise do metabolismo de bactérias que, cBsuberichia colisao capazes de sintetizar
todos os componentes necessarios a sua replicapaotia apenas de glicose e sais
minerais. A partir da glicose, estas células obi@rcompostos organicos intermediérios
que servem de precursores para a sintese de tedngros constituintes celulares, ainda
que por vias diferentes, segundo o organismo admlisMuitas espécies bacterianas,
principalmente patogénicas estritas, ndo apreset@arcompleta capacidade metabdlica
e necessitam obter do meio ambiente diferentes astog para completar o conjunto de
moléculas fundamentais para seu desenvolvimento.

Grande parte dos processos biossintéticos regiéen, @a utilizacdo de ATP, a
reducdo de compostos intermediarios, obtida gragasmprego de coenzimas reduzidas.
A coenzima mais utilizada para estas reducgfes i€atimramida adenina dinucleotidio
fosfato (NADPH), que, em algumas reac¢fes, podsudestituida pelo seu congénere ndo
fosforilado, a nicotinamida adenina dinucleotidADH). Por sua funcdo, o NADPH é
muitas vezes referido conpmder redutor

Ha uma diferenca importante no papel que exercentoamzimas (ATP e
NADPH) e os 13 precursores nas reacdes do metatmlA soma das concentracdes das
duas formas possiveis das coenzimas ATP (ATP/ADRABPH (NADPH/NADP) é
constante na célula. No casoAlP, a alternancia de formas é mantida por umaefdet

energia exogena que permite a fosforilagdo de ADPfasfato, formando ATP; sua



utilizacdo nas reacgdes celulares produz ADP e tinsfareducdo de NADPé provida
pela oxidacdo de compostos quimicos também exogdoosando NADPH que é
oxidado nas reacdes redutoras de biossintese emaicia das duas formas reflete o
papel destas coenzimas: fornecer energia ou eguiesl redutores para as reacdes do
metabolismo. Os processos ciclicos envolvendo ADPPAe NADPH/NADP
representam, portanto, fluxos continuos de enexg@oder redutor, necessarios para
manter o metabolismo e construir novas célulasnf@uaos processos envolvendo os 13
compostos fundamentais, nenhtmnnover existe e, uma vez que estes compostos sao
convertidos nas moléculas celulares, ha constatessidade de aporte de carbono e
demais macro e micronutrientes a partir do meioi@ni. Nas condigcdes em que 0 meio
disponibiliza algumas das 13 moléculas (ou seuwatiys), sua sintese deixa de ser
necessaria, trazendo economia e eficiéncia pawplecdcao celular. A Figura 3.1 traz as
férmulas das coenzimas ATP e NAD(P)H e a Figura &.%ista dos precursores

necessarios a biossintese dos constituintes agular
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Figura 3.1 Coenzimas ATP e NAINADH. O NADP' difere do NAD por um grupo
fosfato ligado a ribose.

Em resumo, a construcao de nova célula guardawektarsalidade entre os seres
vivos. O metabolismo é constituido por uma sérieedgdes cujo grande desafio é a
obtencdo de ATP, NADPH e 13 moléculas precursgnaes,serdo utilizados no processo
de biossintese de todos os constituintes celulass, como na manutencdo da célula

(Figura 3.2). Células que n&o apresentam esta idapi@ccompleta devem obter do meio



0s precursores ou moléculas produzidas a parttesléblocos de construgcdo — Figura
3.2).
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Figura 3.2. Formacao de novas células a partir dos nutrierdes & formacao dos 13
precursores, NADPH e ATP. (Schaechter et al., 2010)

ATP, os 13 precursores e NADPH podem ser consegugpor vias diferentes

Do ponto de vista metabdlico, as bactérias sédorgansmos mais versateis
conhecidos. Sua grande diversidade reside na waaleede estratégias adotadas para a
obtencdo de ATP, NADPH e dos 13 precursores passiniteses, muito mais ampla do
gue a encontrada entre os eucariotos, permitindagses organismos colonizem 0s mais
diversos ambientes. A Figura 3.3 esquematiza difeseestratégias de sobrevivéncia
(metabolismo) encontradas em bactérias. Os esquegpoasam 0os compostos obtidos do
meio ambiente e os produtos do metabolismo exastpdr bactérias de diferentes tipos
metabolicos. A analise dos esquemas permite infEx€énsobre o habitat dos
microrganismos e suas necessidades nutricionagun#ds das conclusdes principais

desta analise estdo assinaladas a seguir.
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Figura 3.3. Esquemas de diferentes estratégias de sobreviv@mcizactérias. A, B e C —
metabolismos heterotroficos; D, E e F — metabolsraatotroficos. A, B, C e D —
metabolismos quimiotroficos; E e F — metabolisnadstfoficos.

1. O ATP pode ser obtido:

la — por oxidacdo de compostos organicos (esquéntae C) — processo usado
por bactériagjuimiorganotroficas

1b - por oxidacdo de compostos inorganicos (esquegmaprocesso usado por
bactériagjuimiolitotroficas

1c — a partir de energia luminosa sem producao xigémo (esquema E) -
processo usado por bactéramtroficas

1d — a partir de energia luminosa com producgao xdgénio (esquema F) -
processo também usado por bactéoéastroficas



2. Os esqueletos carbbnicos dos 13 precursoresmp@devir de compostos
organicos (esquemas A, B e C), caracterizando e®rims comdeterotroficas ou do
CO; (esquemas D, E e F), definindo-as camitotroficas

3. Um dos processos leva a producdo dge3quema F); outros requerem O
(esquemas C e D) e outros ainda ocorrem em anaseof@squemas A, B e E).

4. A reducdo do NADPpode ocorrer em vias de oxidagdo da glicose (&, ®

ou por vias de transporte de elétrons (D, E e F).

A seguir serdo apresentadas as vias metabolicapegmetem a obtencéo dos 13
intermediérios para a biossintese de molécula&TBee de NADPH. Seréo apresentados
os dois grandes tipos de metabolismo, caracterszpdta fonte de carbono utilizada, o
heterotroficoe oautotréfica Posteriormente, serdo abordadas as diferentasegsas de
sobrevivéncia, ou seja, 0 conjunto de vias meteaslgue permitem a sobrevivéncia dos
diferentes microrganismos nos ambientes aos qu#d® e@daptadoEssa analise sera
baseada em dois grandes momentos da vida na denda em anaerobiose e a vida em

aerobiose.

A - METABOLISMO HETEROTROFICO

3.1 Obtengéo dos 13 precursores

Substancias orgéanicas diversas (carboidratos, ipaste acidos graxos, etc.)
podem suprir as necessidades das células bacteriaasa certamente a glicose, na sua
forma polimerizada como amido ou celulose, é o st disponivel em maior
quantidade na natureza. Por esta razado, este agapaesentado como a fonte universal
de carbono e conceitua-senetabolismo centratomo o conjunto de reagdes que levam
a oxidacéo de glicose a G\ andlise de vias metabdlicas heterotréficas patancéo
dos 13 precursores, feita a seguir, considerar@reeanglicose como exemplo de matéria
organica, sem que isto signifique ser esta a (alieenativa metabdlica para as células. A
oxidacao da glicose para obtengcdo dos 13 precsrsamdém leva a producdo de ATP e
reducdo de NADP(Secbes 3.2. e 3.3).



3.1.1 Via de Embden-Meyerhof-Parnas - Glicolise.

A sequéncia de reacdes designadade Embden-Meyerhof-Parnagicolise ou
via glicolitica é a via mais comum de degradacdo de glicose @igut.). Outros
monossacaridios, como frutose, também séo oxidaatossta via.

A via glicolitica inicia-se com a fosforilacdo ddicgse por ATP, produzindo
glicose 6-fosfato (reacdo 1). Esta reacdo € unrsequara o "aprisionamento” do agucar
nas células, cujas membranas sao impermeaveis @senedwsforilada. Em muitas
bactérias, a fosforilagdo da glicose ocorre emcaS@0 ao seu transporte pela membrana
celular, por um processo denominadanslocacédo de grupdA estratégia seguida pela
via glicolitica na oxidacéo da glicose 6-fosfatal@p@er resumida nas seguintes etapas:

a. nova fosforilacdo da hexose, com producédo de mmwiécula bifosforilada,
aproximadamente simétrica (reacao 3);

b. quebra da molécula da hexose bifosforilada §iedg, produzindo duas trioses
monofosforiladas interconversiveis (reacdo 5);ipmaiente, portanto, h4 producéo de
duas trioses idénticas;

c. oxidacdo da triose fosforilada, por transferérie elétrons ao NAD(reac&o
6); nesta reacdo ha incorporacao de um grupo fosfatganico;

d. transferéncia, em reacdes subsequentes, dogmipiss fosfato presentes no
1,3 bisfosfoglicerato para o ADP, produzindo ATéagdes 7 e 10).

A equacdao geral do processo é a seguinte:

Glicose + 2ADP + 2 Pi + 2 NAD— 2 piruvato+ 2 H0O + 2NADH +2H + 2 ATP

Como se depreende da equacdo acima, a glicoliseaévia de oxidacdo de
glicose a piruvato, capaz de conservar uma paremeiia derivada desta transformacao
na forma de ATP. De fato, para cada mol de gli@sdada a piruvato, sdo produzidos
dois mols de ATP. Deve-se notar ainda que a vieolifica inclui uma reacdo de
oxirreducao, a oxidacao de gliceraldeido 3-foséalg3 bisfosfoglicerato com reducao de
NAD" a NADH (Figura 3.4, reacio 6).

A glicélise também gera 6 das 13 moléculas precasspara biossintese de
constituintes celularegylicose 6-fosfato frutose 6-fosfatq gliceraldeido 3-fosfatg 3-

fosfogliceratg fosfoenolpiruvato e piruvato (Figura 3.2).
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Figura 3.4. Via de Embden-Meyerhoff-Parnas



3.1.2 Via de Entner-Doudoroff

A via de Entner-Doudoroff (Figura 3.5), descriteea@gs em microrganismos, é
uma alternativa para o metabolismo de glicose esapta apenas duas reacdes
especificas, as de nimeros 3 e 4; as demais santextas também na via de Embden-
Meyerhof-Parnas (Sec¢é&o 3.1.1) ou na via das pen{@ezao 3.1.3). As vias de Entner-
Doudoroff e de Embden-Meyerhof-Parnas tém caratieas comuns: ambas envolvem a
fosforilacdo de acucares de 6 carbonos e sua eliwagm compostos de 3 carbonos. A
distincdo entre as duas vias estd no compostadebnos utilizado como substrato para
clivagem: frutose 1,6-bisfosfato na via de Embdesy&thof-Parnas e 2-ceto-3-desoxi-6-
fosfogliconato na via de Entner-Doudoroff. A frutosl,6-bisfosfato é clivada a
gliceraldeido 3-fosfato e di-hidroxiacetona fosfato 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogliconato, a
piruvato e gliceraldeido 3-fosfato. O resultadailiip da degradacdo da glicose por esta

via é representado pela equacgédo seguinte.

Glicose + ADP + NADP+ NAD" + Pi — 2 piruvato + ATP + NADPH + NADH

A via de Entner-Doudoroff também é capaz de comsemna parte da energia sob
a forma de ATP: para cada mol de glicose oxidagawvato, é produzido um mol de
ATP. As vias de Entner-Doudoroff e de Embden-MegEfarnas tém a mesma reacao
de reducio de NAD Na via de Entner-Doudoroff sdo produzidos um d®INADH e
um mol de NADPH por mol dglicose oxidada. A via de Entner-Doudoroff produdas
13 moléculas precursoras para biossintese de womiss celularesglicose 6-fosfato
gliceraldeido 3-fosfatg 3-fosfogliceratq fosfoenolpiruvato e piruvato (Figura 3.2).

A via de Entner-Doudoroff é a principal via de detacao de glicose em diversas
bactérias Gram-negativa®seudomongsZymomonas Ralstonia Xanthomonasetc.
Embora a glicose seja degradada pela via de EmMdeégerhof-Parnas em diversas
bactérias, a via de Entner-Doudoroff é utilizadeapadegradacdo de outros substratos e
esta presente em microrganismos que vivem em atabiesom disponibilidade de
gliconato, como o solo. A Tabela 3.1 apresentailuicdo das vias Embden-Meyerhof-
Parnas e Entner-Doudoroff em diferentes bactérias.
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Figura 3.5. Via de Entner-Doudoroff.

Tabela 3.1 Presenca das vias Embden-Meyerhof-Parnas e Hdteloroff em algumas

bactérias
Organisma EMP | ED
Ralstonia eutrapha . +
Pseudomonas aeruginoesa +
Pseudomanas saccharaphila
Escherichia coll + -+
Xhantomaonas phasenl . +
Bradyhizobium japonicum | - +
Azotobacter chovcoooum +
Bacillus subtilis +
Arthrobactersp +

*E. coul sommenke sngress & encina: de Entmer-Dovdorad
QUEiD oresce cem g icoqato
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3.1.3 Via das Pentoses

A via das pentoses (Figura 3.6), outra via de dizg@o de glicose, pode ser
dividida em trés etapas:

1. fase oxidativa na qual reacfes de oxidacdo de glicose 6-fodatte 6-
fosfogliconato dao origem a NADPH e a reacao deatbsxilacdo do 6-fosfogliconato
produz CQ (reacbes 1 a 3).

2. fase das reacOes de isomerizagaaoa ribulose 5-fosfato, formada na fase
anterior, pode ser transformada em xilulose 5-fosba em ribose 5-fosfato (reacdes 4 e
5), por acdo de enzimas diferentes; a ribose &tiwsé precursora para a sintese de
ribonucleotidios de purinas e de pirimidinas e paraiossintese de aminoacidos
aromaticos.

3. fase das reagfes de rearranjo de agUcartss rearranjos ocorrem em reacoes
catalisadas por transaldolases e transcetolasesransferem, respectivamente, grupos
de dois ou trés carbonos para aldoses recepteés 6 a 8).

O resultado liquido da oxidacdo parcial da glicpsta via das pentoses é

representado pela equacéo seguinte.

Glicose +ATP + 6 NADP— gliceraldeido 3-fosfato + ADP + 3 G@ 6 NADPH

A via das pentoses leva a reducdo de NARPNADPH, a principal fonte de
elétrons para as reagfes de biossinteses redAssim, a via das pentoses conserva a
energia de oxidacdo do acucar apenas na forma @¥PNAe ndo produz ATP. Além de
NADPH, a via das pentoses produz 6 dos 13 pre@mggmara biossintese de constituintes
celulares: glicose 6-fosfato ribose 5-fosfatq sedoheptulose 7-fosfatoeritrose 4-

fosfato, frutose 6-fosfatoe gliceraldeido 3-fosfato(Figura 3.2).
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HO—CH
HG—OH
HE—oH

Hzcl:—o—

Frutose
6-fosfato

He=0
HC—OH

H,c—0-(B)
Gliceraldeido
3-fosfato
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3.1.4 Via da fosfocetolase (hexose monofosfato)

Bactérias laticas heterofermentadoras, bem comalob#éctérias, fazem a
oxidacao de carboidratos por uma via denominéada fosfocetolasd=sta enzima cliva
cetoses fosforiladas por introducao de fosfatogaico.

A oxidacdo de glicose pokeuconostoc mesenteroid¢Bigura 3.7A) ocorre
inicialmente pela conversdo de glicose 6-fosfataxilalose 5-fosfato em reacdes
correspondentes aquelas da via das pentoses. kidaeglulose 5-fosfato € clivada em
gliceraldeido 3-fosfato e acetilfosfato por acéo fdsfocetolase. O gliceraldeido 3-
fosfato € convertido a piruvato e o acetilfosfat@cetil-CoA.

Bifidobacterium bifidumapresenta duas fosfocetolases: uma ativa consé&e
fosfato e outra com xilose 5-fosfato. Inicialmenggicose € convertida a frutose 6-
fosfato, em reagBes correspondentes as da via dddfrMeyerhof-Parnas. Pela agdo da
fosfocetolase, frutose 6-fosfato é clivada a esdrd-fosfato e acetilfosfato. Eritrose 4-
fosfato e outra molécula de frutose 6-fosfato séfrerearranjos em reacdes da via das
pentoses para formar duas moléculas de xilulogesfatb. As moléculas de xilulose 5-
fosfato sofrem a acdo da outra fosfocetolase ($emtd aquela encontrada dm
mensenteroidg@se formam gliceraldeido 3-fosfato e acetilfosf@mura 3.7B).

As vias da fosfocetolase permitem a obtencao dio&@3 precursoreglicose 6-
fosfato, gliceraldeido 3-fosfatq 3-fosfogliceratg fosfoenolpiruvato, piruvato, acetil-
CoA, frutose 6-fosfatq ribose 5-fosfatq eritrose 4-fosfatoe sedoheptulose 7-fosfato
(Figura 3.2).

As equacdes globais da oxidacéo parcial da glipetes vias das fosfocetolases

A. Glicose + ADP + 3 NAD — Acetil-CoA + Piruvato + ATP + 3 NADH + CO

B. 2 Glicose + 2 ADP + 2 NAD— 3 Acetil-CoA + 2 Piruvato + 2 ATP + 2 NADH
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ATP
1
ADP 2 glicose
glicose 6-fosfato ] 2ATP
NADY 2ADP
acetil CoA 2 S
< NADH +H ¢ 1
CoA 6 ! 6-fosfogliconato frutose 6-fosfato Ingosei-foshto
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CH;-CO-O-Ph 5 i
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|

- NaD*
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€6:

ribulose 5-fosfato
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gliceraldeido

eritrose 4-fosfato .41 fosfato

CoASH
8
sedoheptulose

7-fosfato acetil-CoA

3-fosfato

‘[ ?HZ—O—H xilulose 5-fosafato ribose 5-fosfato
Cc=0 +s
| ribulose 5-fosfato
\_ T
HO=C-H
e 1 l 6
O=(€—H H'?'OH 2P; xilulose 5-fosfato
¥ CH>-0-Ph
H’? aH xilulose 5-fosfato l )
CH,-O-Ph I—:‘]
gliceraldeido 3-fosfato 2 gliceraldeido 3-fosfato 2 acetil-fosfato
‘ 2P, ~~ 2NAD* . CoASH
P, NAD*
' e N> 2NADH + 2H*
NADH + H* i~ 4ADP 2 acetil-CoA
2ADP N 4ATP
24TP 2 piruvato
piruvato A B

Figura 3.7.Via da fosfocetolase. A. EireuconostocB. EmBifidobacterium

3.1.5. Os destinos do piruvato

Piruvato é o produto comum da oxidacdo de carbmislrpelas principais vias
catabolicas de agucares, como pode ser verificagoequacdes globais das vias de
Entner-Doudoroff e de Embden-Meyerhof-Parnas. Embéo seja o produto final da via
das pentoses, o piruvato podera ser formado a partiliceraldeido 3-fosfato produzido
nesta via.

Ha vérias alternativas metabodlicas para o piruvdependendo das condi¢es
celulares e ambientais e da espécie consideraglaréF3.8).

No processo de fermentacdo (Secdo C-3.1nEp, had aceptoreexdgenosde
elétrons. O piruvato ou substancias dele derivadaseduzidos por NADH, restaurando
a forma oxidada da coenzima (NADA oxidacédo do NADH permite que esta coenzima
participe de novas oxidacdes do substrato.

O piruvato pode ser convertido a acetil-CoA, poidagédo catalisada pelo
complexo piruvato desidrogenaee por reacdo catalisada pelauvato-formiato liase

As reacdes de conversdo sao as seguintes:
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Piruvato + HS-CoA + NAD — acetil-CoA + NADH + CQ

Piruvato + HS-CoA — acetil-CoA + formiato

Note-se que, no primeiro caso, ha reducdo de N&producio de CO

Nas enterobactérias em anaerobiose, a piruvatddtoniase é ativada e o
complexo piruvato desidrogenase, inativado. Estptagao ndo deve ser generalizada,
pois em outras bactérias, coRseudomonaso complexo piruvato desidrogenase pode
estar ativo mesmo em anaerobiose.

Além das alternativas descritas, o piruvato € pesgupara muitas sinteses,

incluindo a de aminoacidos.

NADH NAD*
Piruvato ;14, Produtos de
fermentagéo
NAD* \
Produtos de
2 3 sinteses
NADH .
Formiato
CO2
Acetil-CoA

Figura 3.8. Diferentes destinos do piruvato. 1. Fermentacoefeacarboxilacdo oxidativa

pelo complexo piruvato desidrogenase 3. Conversacetil-CoA pela piruvato-
formiato liase. 4. Sinteses.

3.1.6 Ciclo de Krebs - Ciclo dos acidos tricarboxdos.

O ciclo de Krebs, ou ciclo dos acidos tricarbow#iqFigura 3.9), é a via que
promove a oxidacdo completa dos atomos de carb@semtes na acetil-CoA. Constitui,
portanto, a etapa final de oxidacao de carboidraitidos graxos e aminoécidos, ja que o
metabolismo degradativo destes compostos convenge gpformacédo de acetil-CoA. A

equacéao geral do ciclo de Krebs é a seguinte:

Acetil-CoA +2 NAD" + NADP" + FAD + ADP + R+ H,0 - 2 CQ + 2 NADH + NADPH + 2 H +
FADH; + ATP + HSCoA

Na equacéo geral ndo aparece o oxaloacetato, &obst primeira reagdo do

ciclo (reacdo 1), regenerado na ultima reacdo §e8f. Nao ha, portanto, gasto efetivo
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de oxaloacetato; este composto cumpre um papeliticatae o ciclo esta apto,
teoricamente, a oxidar qualquer quantidade deldeA sem consumo de oxaloacetato.

Como se nota pela equacao geral, a oxidacdo de alhdenacetil-CoA esta
associada a producédo de 2 mols de NADH, 1 mol d®RA e de 1 mol de FADH
(Figura 3.9). Destaca-se que na maioria das bastédo contrario dos organismos
eucaridticos, a coenzima da isocitrato desidrogeéd$ADP e ndo NAD.

A reducdo de coenzimas nao € a unica funcéao do @eKrebs: 1 mol de ADP é
fosforilado e trés compostos intermediarios do ociddo precursores em vias

biossintéticasa-cetoglutarato, oxaloacetatoe succinil-CoA.

CITRATO
H,0 coo~
[NADH+ H : BT i1 HS-CoA o,
NAD* Tzo 3 HO_?_COO 2
Ema!ato CH citrato CH. S
desidrogenase | © Esimase [ e
coo leleloln
cl;oo
MALATO Ccoo CH ISOCITRATO
| e
HO—CH &
| H—C—CO00
CH, |
[ HO—CH
coo '
(elel0)
7 3 NADP*
isocitrato 5
i et desiciogenase, P> [NADPH]: H
|—“|
1CC, |
coo”
coo |
e - CH. w-CETO-
FUMARATO | © GLUTARATO
I CH,
HC |
| c=0
coo |
Ccoo
succinato succinil-CoA
Sesidrogenase sitetase .. desidrogenase Cah
i coo~ i : cl:oo' 4
£ E ! ) -,
FADH, CH, £ ?Hz NAD
|
CH CH, A0 +
FAD | *_ HSCoA[ATP| ADP+P, | [co,  [NADH}+H
co0 C==0 =
SUCCINATO L

SUCCINIL-CoA

Figura 3.9. Ciclo dos acidos tricarboxilicos (Ciclo de Krebs).
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3.1.7 Ramos oxidativo e redutor

Em algumas condigcbeso complexo a-cetoglutarato desidrogenase néo esta
presente ou esta inativado. Sem o complexo, o dm$oacidos tricarboxilicos ndo pode
operar plenamente, mas ainda assim, € possiveleseside oxaloacetai@,cetoglutarato
e succinil-CoA por partes do ciclo, que sao retesidomo ramosgxidativo e redutor
(Figura 3.10).

No ramo redutor, o oxaloacetato € reduzido a siCoA, promovendo a
oxidacdode coenzimas. No ramo oxidativo, 0 oxaloacetatmlensa-se com acetil-CoA,
formando citrato, que é oxidadaecetoglutarato, levandoraducdode coenzimas. Para
suprir os dois ramos e manté-los em funcionamentegcessario o continuo aporte de
oxaloacetato, formado pela carboxilagéo de pirugatde fosfoenolpiruvato.

Apesar de haver uma so6 reacdo de oxidacdo de omEszio ramo oxidativo e
duas reacfes de reducdo no ramo redutor, a estegjui® entre os dois ramos pode ser
estabelecida quando o ramo oxidativo for acionadaebro em relacdo ao ramo redutor,
equilibrando as concentra¢des de coenzimas redugidaidadas.

Comparando os ramos oxidativo e redutor com o del&rebs verifica-se que os
ramos cumprem a funcdo de suprir precursores pasaibteses, enquanto o ciclo, além
desta funcéo, oxida acetil-CoA a €CEsta oxidacdo esta associada a reducdo de
coenzimas que doam elétrons para a cadeia de dramsge elétrons. Assim, o ciclo
também contribui para a producdo de ATP (Seca@)3.8.que ndo ocorre quando 0s

ramos sao acionados.

s

Acetil-CoA

Oxaloacetato
NADH

NAD" j Citrato
RAMO RAM:
REDUTOR Malato l OXIDATCI)VO
l Isocitrato

Fumarato
NADH

NADP*

NADPH

Succinato ) a-cetoglutal rat;)

Figura 3.10.Ramos Oxidativo e Redutor.
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Ciclo do glioxilato

Bactérias com capacidade de crescer em acetat@idosagraxos devem esta
possibilidade a presenca de duas enziisasitrato liase e malato sintasque atuando
em conjunto com enzimas do ciclo de Krebs, permaesimtese de oxaloacetato a partir
de acetil-CoA. Esta via é designadeo do glioxilato.Nesteciclo, citrato e isocitrato sao
produzidos com rea¢des comuns ao ciclo de Krehsocitrato € clivado em succinato e
glioxilato pela acdo da enzimsocitrato liase O succinato, convertido a oxaloacetato,
repde aquele utilizado para sintese do citratoli@i@to condensa-se com acetil-CoA,
formando malato, em uma reagao catalisada mpaato sintaseO malato origina um
oxaloacetato’ extrd que, estequiometricamente, pode ser admitido candot sido

formado a partir de duas moléculas de acetil-Cafa@mostra a equacédo geral do ciclo:

2 Acetil-CoA + 2 HO + FAD + 2 NAD — oxaloacetato + 2 CoA + FADH 2 NADH + H'

|
L R
GLICOSE | 1
| = i
A | Hic—c¢C ACETIL-CoA
|
: L SCoA |
5 Sy
c ~H,0
A
5 » HS-CoA =
: G t.l,“oo
= e
P ST ?HZ
citrato i ey =
Sinlase HOSE SR sae
cH, CITRATO

y HO— CH ISOCITRATO
matlato isocitrato
Siitoacs dase coO

2
H,0O | ’ | SUCCINATO

| |
| CH s
e & i [4// M | succinato

‘ HC | 1 desdivsenase

.....

FUMARATO

Figura 3.11.Ciclo do glioxilato.
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A Tabela 3.2, que lista os precursores obtidos/i@asmetabdlicas até o momento
analisadas, evidencia uma importante constatagda Unica via metabdlica ndo é
capaz de fornecer elementos suficientes para qoélida bacteriana possa crescer e
multiplicar-se S&o necessarias pelo menos trés delas paradpgeds 13 precursores de
biossintese sejam obtidos. Também é importantaltasgue nem todas as bactérias sao
capazes de sintetizar todos 0s precursores, pogkera de vias que os produzam,
necessitando para tanto, obté-los do meio de ayla@mo precursores ou ja como seu

produto final.

Tabela 3.2.Moléculas Precursoras e Vias e Rea¢des que aszemdu

Vias produtoras

Precursores Via Entner Via das Fosfo- Ramos Ciclode CPDou
Glicolitica Doudorof Pentoses cetolase Oxid. Red. Krebs PFL

Glicose 6-fosfato + + + + - - -
Frutose 6-fosfato + - + +/- - - -
Ribose 5-fosfato - - + +/- - - -
Eritrose 4-fosfato - - + +/- - - -
Sedoheptulose 7-fosfato - - + +/- - - -
Gliceraldeido 3-fosfato + + + + - - -
3-fosfoglicerato + + - + - - -
Fosfoenolpiruvato + + - + - - -
Piruvato + + - + - -

Acetil-CoA - - - + - - +

a-cetoglutarato - } - -
Oxaloacetato - - - _
Succinil-CoA - - - — -

+ + +
+ + +
1

CPD — Complexo Piruvato Desidrogenase  PFLuvBio-Formiato Liase

3.1.9 Gliconeogénese

E comum o uso, por bactérias, de aminoacidos, s@daxos, lactato e glicerol
como fonte de carbono e energia. Para tanto, adaséddevem desenvolver vias
adequadas para sua utilizacdo. Os aminoacidos psdedesaminados, transformando-
se em intermediarios do ciclo de Krebs (Figura J3,l@iruvato, acetoacetil-CoA ou
acetil-CoA. Acidos graxos também ddo origem a hGstA. O desafio para o
crescimento nessas fontes de carbono consiste éem ob outros precursores de

biossintese.
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A partir de piruvato pode ser acionada uma via denada gliconeogénese
(Figura 3.13)que consiste na conversao desse composto a aatiosidcompreendendo,
assim, o inverso da via glicolitica. A maioria daacfes da via de Embden-Meyerhof-
Parnas é reversivel, mas duas sao irreversiveisvend ser transpostas: as reacoes
catalisadas pela piruvato quinase (fosfoenolpivatpiruvato) e pela fosfofrutoquinase
1 (frutose 6-fosfate~ frutose 1, 6 bisfosfato). Em bactérias, piruvaidgser convertido
diretamente em fosfoenolpiruvato. Em varios organis fosfoenolpiruvato é formado a

partir de oxaloacetato. Todas estas reacdes requdre.

alanina
glicina
cisteina
serina
treonina
triptofano

:

isoleucina
piruvato leucina

l triptofano
il-C

leucina
aspartato lisina
asparagina Acetoacetil-CoA | «—— fenilalanina

tirosina

triptofano

citric acid
cycle

ghitamina
- glutamato

c-cetoglutarato

aspartato T

fenilalanina

isoleucina
metionina
valina

Figura 3.12. Degradacdo de aminoacidos a intermedirios das uintrais do
metabolismo.

O fosfoenolpiruvato é transformado em frutose IisBekfato pelas mesmas
enzimas que participam da via de Embden-Meyerhofd2a catalisando reacoes
reversiveis. A desfosforilagcdo de frutose 1,6-lsifsfto por hidrélise do grupo fosfato,
catalisada pela frutose 1,6-bisfosfatase, contarireeversibilidade da reacédo catalisada
pela fosfofrutoquinase.

A partir de frutose 6-fosfato podem ser geradosogk 6-fosfato e outros

intermediarios da via das pentoses.
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Com o concurso da gliconeogénese, determinadosnmgérismos sdo capazes de
crescer exclusivamente em aminoacidos e obter @®s para as biossinteses. A
gliconeogénese proporciona 0s mesmos precursomeecidos pela Via Embden-
Meyerhof-Parnas (Tabela 3.2).

Lactato — Piruvate

| &= arp < ATP
Oxaloacetato < ATP
l @ ATP
Fosfoenolpiruvata

I

2-Fosfoglicerato

,” Glic_erol

3-Fosfoglicerato “ ATP

J r « ATP
1,3-Bisfosfoglicerato

v
Glicero! 3-fosfato

glicerol 3-fosfato
” desidrogenase
Gliceraldeido 3-fosfato =~ =—p Diidroxiacetona fosfato
Pentose 5-fosfato I
Frutose 1,6-bisfosfato

— H,0

frutose 1,6~bisfasfataseﬁ

Sedoheptulose 7-fosfato € ;

Frutose -fosfato

Eritrose 4-fosfato Glicose B-fosfato

— H,0
» P

| Glicose

Figura 3.13 Gliconeogénese.

glicose 6-fosfatase

3.2 Obtencéo de ATP

A obtencdo de ATP por oxidacdo de compostos orgénigor bactérias
heterotréficas € cumprida de duas maneifasforilacdo no nivel do substrate

fosforilacdo associada a cadeia de transportecti®es, dosforilacdo oxidativa

3.2.1 Fosforilagcdo no nivel do substrato

A fosforilacdo no nivel do substrato é o processosnsimples e com menor
rendimento. Em determinadas vias metabolicas aworreacbes que permitem a
incorporacdo de um ion fosfato a uma molécula acgarem reacdo subsequente, 0

grupo fosfato pode ser transferido para o ADP (f@du4), caracterizando a fosforilagcao
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no nivel do substrato. Uma parcela dos microrgamsssobrevive utilizando apenas este
mecanismo de sintese de ATP. E o que ocorre cotérizacfermentativas, que obtém
ATP exclusivamente pela via de Embden-Meyerhof-&ara semelhanca do que ocorre

com as hemacias de mamiferos.

3.2.2 Fosforilagcdo oxidativa

A fosforilacdo oxidativa € um processo muito mamplexo porque a sintese de
ATP, a partir de ADP e fosfato, aproveita e depeddeenergia de um gradiente de
prétons, formado pelo funcionamento ckdeia de transporte de elétrofsta cadeia
oxida substratos, e transfere os elétrons até ueptac final, com passagens
intermediarias pelos compostos que compdem a caderecomitante a transferéncia de
elétrons do doador inicial até o aceptor final ddeia, ocorre a extrusao de prétons do
citoplasma para o exterior. Como consequénciaoplasma fica com pH maior do que o
exterior, formando-se o gradiente de prétons (quorei elétrico). A membrana celular €,
em sua maior extensao, impermeavel a prétons, guyedem retornar ao interior da
célula através de uma proteina especifica, lockizea membrana, denominadaP
sintase A ATP sintase estéo ligados ADP e fosfato, qageen formando ATP quando do
retorno dos protons. Este tipo de fosforilacdo &@maoxidativa por iniciar-se com a
oxidac&o de coenzimas ou de outros compostos dimiZt 0 processo responsavel pela
maior parte da producdo de ATP nas células aerdmasntrado também na fotossintese

e na respiracao anaerobia.

3.2.2.1 Cadeia de transporte de elétrons.

A cadeia de transporte de elétrons aerObia de rizctBeterotroficas, como a
mitocondrial, € formada por um conjunto de commsiae incluem flavoproteinas,
proteinas ferro-enxofre, quinonas e citocromos.

Nas mitocondrias, estes componentes estdo agrupadgsatro complexos, |, Il,

Il e IV, tendo a coenzima Q e o citocroncocomo elementos mdveis conectando,
respectivamente, os complexos | e 1l ao 1l e o glexo Il ao IV. O doador de elétrons
inicial € a coenzima reduzida NADH, que iniciaansferéncia de elétrons doando-os ao
complexo |, de onde sao transferidos até o oxigéligado ao complexo IV. Os

complexos |, lll e IV sdo bombas de prétons.
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NADH —Complexo l-CoQ— Complexo Ill— citocromoc — Complexo IV— O,

Faz parte da cadeia de transporte de elétronsporesipecial de proteinas com
capacidade de receber e doar elétrons, designadateinas ferro-enxofreou
ferredoxinas. Como seu nome sugere, este tipoateipa contém grupos de atomos de
ferro e enxofre, em diferentes arranjos: pode-serdrar, por exemplo, &, Fe.S; ou
outros arranjos, dependendo da proteina e da espéanicrorganismo considerado. E
também ao ferro que as proteinas ferro-enxofrerdestms propriedades oxidorredutoras,
pois podem apresentar-se com o ferro na forni, eando oxidadoe Fé&*, quando
recebem um elétron. Apesar da semelhanca funcioriah) de ferro das proteinas ferro-
enxofre ndo faz parte de um grupo heme, como auomie caso dos citocromos. Estas
proteinas sao, por isto, muitas vezes referidasocpassuindo ferro ndo hémico. As
proteinas ferro-enxofre encontram-se associaddesadrogenases ligadas a membrana e
também ao complexo de citocrontpsl

Nas bactérias, as cadeias de transporte de el@stiis dispostas na membrana
citoplasmatica e sdo mais variadas, por haveretifes:

- doadores iniciais de elétrons,

- transportadores intermediarios e

- aceptores finais.

Em virtude da diversidade de substratos doadoreslédmns (Figura 3.14), os
elétrons podem entrar na cadeia de transporte éeorrd em trés niveis: pelas
desidrogenases, pelas quinonas ou pelos citocro@oponto de entrada depende,
naturalmente, dos potenciais de reducdo padréoaioponentes da cadeia respiratoria e
dos doadores de elétrons (Tabelg.3A3 bactérias usam diferentes cadeias de transporte
de elétrons, muitas vezes simultaneamente. As amdiei transporte de elétrons podem

conter desde uma até trés bombas de prétons (casnmitocondrias).
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Figura 3.14. Exemplos da diversidade de doadores de elétroregtaes da cadeia
respiratoria, com a indicacdo do ponto de entrada saida dos elétrons. A seta maior
indica o sentido dos potenciais de reducao padesrentes dos compostos referidos no
esquema.

Tabela 3.3. Potenciais de reducédo padrdo em pH 7,0

Par redox s E6 (V)
CO,/formiato -0,432
H+/H, -0,410
Fd.,/Fd,.q (Clostridium) -0,410
NAD*NAD -0,320
Lipoico/diidrolipofilico -0,290
Se/H,S -0,270
FAD/FADH, -0,220
acetaldeido/etanol -0,197
FMN/FMNH, -0,190
Piruvato/lactato -0,185
Oxaloacetato/malato -0,170
Menaquinona (ox/red) -0,074
cyt bssg(ox/red) -0,075 a -0,043
Fumarato/succinato +0,033
Ubiquinona (ox/red) +0,100
cyt bss (0x/red) +0,046 a +0,129
cyt bsg, (0x/red) +0,125 a +0,260
cytd (ox/red) +0,260 a +0,280
cytc (ox/red) +0,250
cyta (ox/red) +0,290
Cyt ¢s55 (0x/red) +0,355
NO;/NO; +0,421
Fe3*/Fe** +0,771
O, (1 atm)/H,0O +0,815

As caracteristicas principais dos componentes dai@ale transporte de elétrons

bacteriana estdo descritas a seguir.
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Desidrogenases

Além da entrada de elétrons feita por acadNA&®DH desidrogenase succinato
desidrogenase nas bactérias ha entradas alternativas, ofesecigar outras
desidrogenases. Todas estdo ligadas a membramdéencflavina adenina dinucleotidio
(FAD) ou flavina mononucleotidio (FMN) como coenaisn Diferem, neste aspecto, das
desidrogenases citossdlicas correspondentes, quamgate usam NAD como

coenzima. As desidrogenases mais importantes sao:

NADH desidrogenase (NADH-ubiquinona o6xido-redutase) Em bactérias
aerdbias, heterotrdéficas €, frequentemente, a pane@zima da cadeia de transporte de
elétrons. E componente do complexo |, constituig® pm dominio integrado a
membrana e um dominio que se projeta para o intdaicélula. O NADH doa elétrons e
um proton a FMN que se reduz formando FMNkando também um préton do
citoplasma Os elétrons do FNM sao transferidos para centesS.FOs prétons, por sua
vez, sao liberados para o espaco extracelularibaimdo para o gradiente quimico e
elétrico. Aléem de FMN, bactérias podem apresemd® Eomo coenzima. A maior parte

do NADH produzido pelo metabolismo € oxidada pelkdeta de transporte de elétrons.

Succinato desidrogenaseContém FAD como grupo prostético e ao transfasir
elétrons provenientes da oxidacdo do succinato pa@deia de transporte de elétrons,

produz fumarato.

Glicerol 3-fosfato desidrogenase Bifere da enzima citossoélica por apresentar
FAD como coenzima. Na membrana, catalisa a mesagioe ou seja, a oxidacao de

glicerol 3-fosfato a di-hidroxiacetona fosfato.

Lactato desidrogenase Pela acdo da lactato desidrogenase de membrana, os
elétrons originados da oxidacao do lactato a ptocupadem ser oferecidos diretamente a
cadeia de transporte de elétrons. Existe outrattaaiesidrogenase, de localizacéo
citoplasmatica, que catalisa a redugéo de piruaddctato na fermentacao.

Além destas desidrogenases, existem diversas pugfbdindo a diversidade de
substratos utilizados pelas bactéridsdesidrogenases, formiato desidrogenase, metanol

desidrogenase, metilamina desidrogenase e outras.
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Quinonas

As quinonas, por serem compostos hidrofébicos, septam uma mobilidade
lateral relativamente grande na membrana de geenfgmrte. Como membros da cadeia
de transporte de elétrons, podem receber protefstrens ao se reduzirem e doa-los ao
se oxidarem. As quinonas recebem o0s elétrons doketados substratos pelas
desidrogenases, sendo, assim, um composto de géneex de elétrons de varias
procedéncias, que serdo a seguir transferidosogacéiocromos (Figura 3.14). Este papel
coletor pode explicar sua alta concentracéo: embreamas dée. coli, por exemplo, sua
concentracdo molar é cerca de 10 vezes maior da das citocromos.

As membranas de bactérias contém dois tipos péarecige quinonasibiquinona

e menaquinona(Figura 3.15). EnE. coli, a ubiquinona é a forma predominante em

condi¢des aerdbias, enquanto a menaquinona prevadeccondi¢cdes anaerdbias.

9
il

CH CH ~
’ v : —CH; CHy
(€t =CH=C—CH)s~H ‘ | _cH, —CH — & — CHgyH

I
0

Menaquinona Ubiquinona

Figura 3.15.Estruturas de menaquinona e ubiquinona presentémetérias.

Redutases

Na respiragdo anaer@bia, as bactérias utilizam taeep finais de elétrons
diferentes do oxigénio: nitrato, sulfato, fumaragtc. Os complexos enzimaticos que
reduzem aceptores finais de elétrons diferente®xigénio sdo chamadagdutases
Dependendo da fonte de elétrons e do aceptor,cériaa podem sintetizar e substituir
um complexo desidrogenase por outro, ou complexastases por complexos oxidases.
Por exemplo, quando cresce anaerobiaméntepli produz os complexos redutases em
vez dos complexos oxidases, reprime a sintesegienak desidrogenases e estimula a

sintese de outras. Por essa razéo, os complexgpadréadores de elétrons bacterianos as
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vezes sao referidos como mdédulos, uma vez que pedesintetizados e "conectados" a

cadeia respiratoria em resposta as condi¢des ataisien

Oxidases (citocromos)

Citocromos sdo carreadores de elétrons que possmenmeme como grupo
prostético. Existem 5 classes de grupos heme @tiegliem os citocromos bacterianos:
hemes a, b, ¢, d e 0. Os citocromos podem ter unmais grupos heme em sua
constituicdo e essa composicdo € utilizada par@andie@ar os diferentes citocromos
(citocromo b, d, c, o, bo, bd, etc).

Citocromos sdo oxidases que retiram um elétronotdaponente da cadeia que o
antecede transferindo-o para seu grupo heme. Algtowomos transferem o seu elétron
para 0 @, reduzindo a kD e sdo denominados oxidases terminais. As baxtéria
apresentam diferentes oxidases terminais e conudnmip, duas ou trés podem estar
presentes na mesma bactéria. Ao contrario, a nmth@dtem a apenas uma citocromo ¢
oxidase (citocromo aa3).

S&o encontrados dois tipos basicos de oxidasestsiacterianas:

1. citocromo c oxidase Transfere elétrons do citocrom@ara o oxigénio; pode

ser analoga a oxidase mitocondrial

2. quinol oxidase Este tipo de oxidase terminal transfere elétronshiguinona
diretamente para o oxigénio, sem passagem inteamegielos citocromos do tigo

As diferentes oxidases terminais apresentam mustdgipos, estabelecidos a
partir do niamero e do tipo de citocromos (hemegsgnmtes. Além de encontrar-se
diversidade dentro de géneros e espécies, uma nogdnha pode apresentar mais de um
tipo, dependendo do meio e das condigcbes em gaesesto cultivadaE. coli, por
exemplo, apresenta duas quinol oxidases (citocroraal), mas nao possui citocromo ¢
oxidases. Citocromo o tem baixa afinidade pejp @nquanto o citocromo d tem maior
afinidade. AssimE. coli é capaz de respirar mesmo sob baixas concentrdedéy,
passando a expressar o citocromo d, embora a dadatde ATP produzido é menor.
Assim como a "escolha" da fonte de carbono a skzadla para oxidacédo é controlada
por repressdo catabdlica, a "escolha" da via @&gpia também esta sujeita a controle

global.
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3.2.2.2 Gradiente de protons

Os componentes da cadeia de transporte de eléstis dispostos ao longo da
membrana plasmatica de acordo com seus potenaaiediicio padrdo {E cujos
valores estdo mostrados na Tabela 3.3. Os eléamsm do doador reduzido, que tem
E” menor que os componentes da cadeia de transpertdétrons, e percorrem uma
sequéncia de transportadores cotncEescentes, até atingirem o aceptor final, qoede
maior . As transferéncias de elétrons entre estes cdogosio, portanto,
termodinamicamente favoraveis e facilitadas peltn fde tais compostos estarem
organizados em membranas, com posi¢cdes definidasodo a situar cada componente
exatamente entre aquele que lhe fornecera elétr@ugiele ao qual seus elétrons seréo
doados.

O rendimento energético das transferéncias vaaadgmente, dependendo do
substrato oxidavel inicial e do aceptor final. Eactérias, a variacdo € muito maior que
em mitocdndrias, uma vez que um maior numero delatea e de aceptores pode ser
utilizado. O total de energia disponivel para anfagdo do gradiente de prétons e, por
consequéncia, para a sintese de ATP, dependeallardia entre os valores dos potenciais
de reducao padrdo {[Edo doador de elétrons e do aceptor final, seganequacao:

AG® = n AE”
onde,
AG® = variacdo de energia livre padrédo
n = numero de elétrons transferidos
~ = constante de Faraday (96.500 ol
AE® = diferenca entre os valores de potencial de @mlpadréo do aceptor e do

doador de elétrons.
3.2.2.3 Forcga préton motriz

O acoplamento da sintese de ATP ao transporte éeored é explicado pela
hipotese quimiosmoticaproposta por Mitchell. Segundo a hipétese, a ggmedo
transporte de elétrons é primariamente utilizada pae prétons sejam liberados, contra

gradiente, no exterior da membrana plasmaticéosSita cadeia nos quais as reacdes
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redox ocorrem acopladas a extrusdo de prétons lsEmados sitios de acoplamento.
Como consequéncia produz-se \gradiente de prétonsisto €, uma concentracdo
diferente de protons dentro e fora da célula (RigBrl6). No maximo 10 prétons
liberados para cada NADH oxidado utilizandg é@mo aceptor final. A face interna da
membrana fica ainda mais negativa e a diferenceadga elétricagradiente elétrich
gera um potencial de membrana, da ordem de 0,2 ¥ A energia conservada nesse
gradiente eletroquimico é chamadiarca proton motrize € constituida por dois
componentes: o gradiente de pH (concentracdo densrdnaior na face externa da
membrana) e o gradiente elétrico (a face internanémbrana € negativa em relacdo a
face externa). O retorno dos prétons ao interiocélala é um processo espontaneo, a
favor do gradiente eletroquimico, capaz de levainéese de ATP. Como a membrana é
impermeavel a protons, estes s6 podem voltar aplagma e desfazer o gradiente

através do complexo sintetizador de ATRT#® sintas€Figura 3.17).

Figura 3.16. Esquema geral de uma
cadeia de transporte de elétrons bacteriana
localizada na membrana plasmatica,
evidenciando o transporte de elétrons e o
bombeamento de prétons. O exterior da
membrana fica com maior concentracéo de
prétons e o gradiente elétrico forma-se na

/ membrana.
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O exato mecanismo do bombeamento de protons aintigeto de controvérsia.

Uma possibilidade consistente é baseada no faatgdes transportadores de elétrons, ao
serem reduzidos, captarem prétons do citoplasmao efransferirem elétrons para o
composto seguinte da cadeia, liberarem prétonsdanmembrana. Esta alternativa s6 se
aplica as transferéncias de elétrons associadagtacéo/expulsdo de prétons. Nos casos
em gue isto ndo ocorre, ou seja, ha transferépanas de elétrons, o0 bombeamento de
protons € explicado pela diferenca de conformagd® tdansportadores nos estados
oxidado e reduzido. Estas diferencas de conformpg@mmcariam alteracdo no valor de
pKa de alguns grupos ionizaveis da cadeia lateranlinoacidos, que ficariam expostos
na face externa da membrana, liberando protonsopaxerior.

3.3 - Obtencao de NADPH

Ha duas vias metabdlicas heterotroficas capazegpramover a reducdo de
NADP*, gerando NADPH: a via das pentoses e via de Einadoroff. Além disso, a
reacao catalisada pela isocitrato desidrogenasei¢ttiode Krebs ou do ramo oxidativo)

bacteriana também pode originar NADPH.

B - METABOLISMO AUTOTROFICO

Microrganismos autotréficos sdo aqueles capazézantCO, comounica fonte
de carbono. Como a fonte de carbono esta totalnetiada, energia e poder redutor
devem ser providos pela luz ou pela oxidacdo depostos inorganicos.

3.1 Obtencéo de ATP

3.1.1. Obtencé&o de ATP por oxidagcédo de composto®iganicos

As bactérias podem obter ATP pela oxidacdo de cetapanorganicos exogenos,
incluindo mondxido de carbono, hidrogénio, compesteduzidos de enxofre e de
nitrogénio, e fons bivalentes, como*Fe Mn?*. Os microrganismos com este tipo de
metabolismo sdo denominadgsimiolitotréficos Para que as oxidacbes ocorram, a

célula apresenta uma cadeia de transporte de redétigo aceptor final é o oxigénio
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(aerdbios), nitrato, nitrito, sulfato ou bicarbamé&naerdbios). A Tabela 3.4 apresenta as

reacOes globais realizadas por quimiolitotréficos diferentes grupos citados.

Tabela 3.4.Bactérias quimiolitotréficas, respectivos subssaoalor daAG” da reacdo
de oxidacgao

Bactéria Reacao AG®(mV/mol)
Nitrosomonas europea 2NH +3 Q- 2NG, +2HO +4 H -551,2
Nitrobacter winogradskyi 2NO, + 0, — 2 NGy -74,3
Cupriavidus necator 2H,+ O, —» 2 H,0 -472,5
Pseudomonas carboxydovoran CO + Q@ — 2 CG, -504,9
Acidithiobacillus thiooxidans 2S+30+2H0 —2SQ* +4 H -588,2
Acidithiobacillus ferrooxidans 4 F€*+ O, + 4 H — 4 Fé* + 2 H,0 17,7
Leptothrixspp. 2MA + O+ HHO —» 2 MG, + 4 H' -77,6
Paracoccus denitrificans 5H,+2NQ +2H - 6 HbO + N\, -958,8
Desulfovibrio desulfuricans 4 H; + SQ + 2H" — HyS + 4 HO -154,4
Methanobacterium 4H,+ HCO; + H - CHs + 3 HO -138,6

termoautrotrophicum

Como uma adaptacdo para a utilizacdo de grandedeaie de substratos, com
valores diferentes de potenciais de reducdo, asiasmadle transporte de elétrons dos
organismos quimiolitotroficos tém composi¢cdo muigsiada. A cadeia de transporte de
elétrons de bactérias que oxida, Hquimiolitotrofica), por exemplo, tem
aproximadamente a mesma organizacdo e funcionantentcadeia de transporte de
elétrons deE. coli (quimiorganotréfica) em aerobiose, ou de mamifepuyque 0s
doadores de elétrons {H& NADH) tém potencial de reducdo semelhante e mesm
aceptor final (Q) (Tabela 3.3). Nestes casos, a variagao de energaentre doador e
aceptor de elétrons € similar. Em bactérias peztgrs ao génerAcidithiobacillus a
cadeia de transporte de elétrons pode ser acianpd#ir de diferentes transportadores,
dependendo da forma de enxofre utilizado como mtbstresultando em diferentes
rendimentos energéticos. BENitrobacter, a cadeia de transporte de elétrons € formada
por poucos componentes, uma vez que o alto potedeireducdo do doador inicial de
elétrons, o nitrito, impde a transferéncia de efl&rdiretamente para um citocromo
(Figura 3.18). Uma consequéncia importante da pequiferenca dos potenciais de
reducdo entre o doador inicial e o aceptor finaletidrons é a pequena variacdo de
energia livre associada a transferéncia de elétfoaisela 3.4) e, portanto, a pequena

producao de ATP em relacdo ao total de substratada. Devido ao baixo rendimento
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em ATP, uma grande quantidade do substrato devexs#gido e 0 crescimento destas
bactérias € lento.

PERIPLASMA MEMBRANA CITOPLASMA

HyO + NO3
NO
- 2HY + NOZ

ADP + Pi
o e Sl :
sintase \’ »H
ATP

Figura 3.18.Cadeia de transporte de elétrons produtora deeTRitrobacter.

3.1.2 Obtencéo de ATP por fotofosforilagao

Um processo bioldgico fundamental, do qual todosoosos dependem, € a
fotossintese, que consiste na transformacéo dgianeminosa em energia quimica. Os
organismos atuais capazes de realizd-la sdo alyump®s de bactérias, as algas e as
plantas. Os outros seres vivos usam a energia calicointida em compostos direta ou
indiretamente derivados da fotossintese; portago, Gltima analise, toda a energia
consumida pelos sistemas bioldgicos provém origieate da energia solar.

Fotofosforilacdoé o processo de obtencdo de ATP a partir da enkngiinosa.
Neste processo, a energia luminosa € captada goreptos especiais e transferida a
outros pigmentos capazes de emitir elétrons. @oelé&@mitido é captado por um aceptor
e transferido por uma cadeia de transporte deoaktaté um receptor final. As
transferéncias de elétrons estdo associadas ac@ontee um gradiente de protons que
permite a sintese de ATP a partir de ADP e fosfaependendo do aceptor final, o tipo

de fotossintese é ciclico ou nao ciclico.
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Os pigmentos e as estruturas que 0s contém variarr as espécies

A fotossintese das bactérias ndo segue um pagn@seatando grandes variacdes
guanto a forma e aos componentes que dela particiPaprocesso € caracterizado pela
participacdo de pigmentos fotossensivelstofila a e feofitinas encontradas apenas nas
cianobactérias bacterioclorofilase bacteriofeofitinasencontradas nas bactérias (Figura
3.19). Existem diferentes tipos de bacteriocloasfilque se caracterizam por apresentar
picos de absorcdo luminosa em comprimentos de oadpresenca de diferentes
pigmentos aumenta a amplitude do espectro lumirgsoveitado e contribui para a
distribuicdo destes organismos por diferentes amtdse

Ligacdo simples nas

Ri Ry / bacterioclorofilas

|
CH, ?:D
I
g=0 7
(iJ CHg
Ry
Ry Rz Rs Rs
Clorofila a —CH=CH, —CHy = CH,—CHs I
CH,
Q
il X
Clorofila b —CH=CH, —~C—H —CH; —CH,
(o]
il
Bacterioclorofila a =C~—CH, ~CH, —CHy = CHj,
] il
Bacterioclorofila b ~C—CH;, ~—CHy =CH=—CH,

fitil

Feofitinas: o dtomo de Mg ¢é substituido por dois protons

Figura 3.19.Estruturas das clorofilas, bacterioclorofilas, feoés e bacteriofeofitinas. O
longo e hidrofobico radical fitil, presente em tedstas moléculas, possivelmente auxilia
a solubilidade em meio apolar.

As estruturas que contém os pigmentos fotossessitegnbém variam nos

diferentes grupos bacterianos, sendo diferentegrginela correspondente das plantas
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superiores, 0s cloroplastos. Nas bactérias purpurasparelho fotoquimico esta
localizado em invaginacdes da membrana citoplasmatiormando tdbulos. Nas
bactérias verdes, ha vesiculas envoltas por umacaorada membranosa, chamadas
clorossomosque se justapdem as membranas. Os clorossormnigaralivacterioclorofila

c, d e g, estando a cadeia de transporte de elétrons erinatdrofila a localizadas na
membrana plasmética. Nas cianobactérias, o sistetossintetizante é mais complexo,
formado por lamelas membranosas, dispostas em sva@anadas, ogilacoides,

semelhantes aos dos cloroplastos.

Nos centros de reacdes ha emissao de elétrons

O mecanismo de conversédo de luz em energia quanigalve moléculas capazes
de absorver energia luminosa. A absorcdo de umtgmade energia luminosa por uma
molécula sensivel a luz eleva um elétron a um migetnergia maior. A energia inerente
na molécula excitada pode seguir quatro destiniesedites: ser dissipada na forma de
calor; levar a emissédo de luz; transferir a exaibggara outra molécula e emiielétron,
reduzindo outro composto (Figura 3.20).
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Figura 3.20— Formas de dissipacéo de energia de um compxrsitado para a volta ao
estado fundamental.
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Os pigmentos fotossintéticos sdo divididos em doagegorias: pigmentos
captadores de lugcarotenoides, ficobilinas e bacterioclorofilagigmentos do centro de
reacao (bacterioclorofilas). Os pigmentos captadores uwg pigmentos acessoriosu
pigmentos antenaonstituem a maioria dos pigmentos fotossintétifesempenham um
papel critico na fotossintese porque sdo capazesbderver luz em diferentes
comprimentos de onda. A energia por eles absoéiglansferida de uma molécula para
outra, até o centro de reacdo, onde excitam malgald bacterioclorofila (Figura 3.20C)
chamadagar especial Estas moléculas tém a propriedade especial dar ezlditrons
(Figura 3.20D). A natureza dos pigmentos captadatesluz varia conforme o
microrganismo, mas todoabsorvem luz em comprimentos de onda diferentes da
bacterioclorofila do centro de reacédo e, por amtasem amplos limites de absorcéo,

tornam o processo mais eficiente.

3.1.2.1 Fotossintese ciclica

Na fotofosforilacdo ciclica (Figura 3.21), os edéds emitidos pelo centro de
reacao a ele retornam depois de percorrer umaacdddransportadores de elétrons.

As bactérias purpuras do enxofre, um tipo de biactétossintetizante anaerdbia,
apresentam uma bacterioclorofila com o pico derghsada luz no comprimento de onda
de 870 nm. Os pigmentos acessorios absorvem eretginsferem a excitacdo para o
par especial, a bacterioclorofila g/ localizada no centro de reacdo. Esta
bacterioclorofila, quando excitada, passa a aptasem potencial de reducdo muito
baixo, capaz de emitir um elétron. A emissédo dtraiéeleva o potencial de reducéo,
convertendo a bacterioclorofila em forte oxidai@eelétron emitido € captado por uma
bacteriofeofitina e segue para duas ubiquinonascewotro de reacdo. Uma das
ubiquinonas reduzidas capta protons. As quinonas Isidrofébicas, podem se
movimentar pela membrana e transferem elétrons gaicromobc,. Este citocromo
transfere os elétrons para o citocromoque osdevolve para a bacterioclorofilasi
fechando o ciclo. No nivel do citocronha;, ha translocacéo de protons para o exterior
da célula, gerando um gradiente de prétons. A pgaséla ATP sintase na membrana
torna possivel a sintese de ATP, a partir de ABds&ato, com o retorno dos prétons ao
interior da célula. Como ndo ha desprendimentoxiigénio, este tipo de fotossintese &

chamadando oxigénicapu anoxigénicaquetem por finalidade a formacéo de ATP.
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Figura 3.21.Fotossintese ciclica. A. Esquema de transferércielatrons considerando
0s potenciais de reducdo. B. Disposicdo na memiptawnatica de componentes do
fotossistema e da cadeia de transporte de elétrons.
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3.1.2.2 Fotossintese nao ciclica

A fotossintese de cianobactérias, semelhante algas e das plantas verdes, é
chamaddotossintese nédo cicligaorque os elétrons emitidos pelo centro de rea@ao t
trajetéria linear (Figura 3.22) e ndo retornam ampgosto de origem.

A fotossintese nao ciclica diferencia-se da cigiza

» desenvolver-se nos tilacoides.

 ter a participacéo de dois fotossistemas.

+ levar a reducdo de NADPalém da formac&o de ATP.

» acumular prétons no interior dos tilacoides.

» envolver ficobilissomas,que sdo arranjos formados por ficobiliproteinas
ancoradas a membrana do tilacoide, constituindoistensa antena das
cianobactérias

» apresentar clorofilas diferentes, que absorvem empdmentos de onda

distintos

A fotofosforilagcdo néo ciclica inicia-se pela alggar de luz pelos ficobilissomas
que transferem energia ao fotossistema Il. O fldeoelétrons envolve duas reacfes
fotoquimicas interligadas, que ocorrem nos fottssias | e Il (Figuras 3.21 Ae B). O
fotossistema | é também designadenRorque absorve comprimento de onda de 700 nm
e, por razbes analogas, o fotossistema Il € charPago Os fotossistemas tambéem
diferem quanto aos valores dos seus potenciaisdig&o: + 0,5 e + 1,0 volts, para P700
e P680, respectivamente. A diminui¢do do potemt@aleducéo do fotossistema Il (P680)
possibilita a transferéncia de um elétron da cllaxat para a feofitina. O elétron €, a
seguir, transferido por uma cadeia que inclui plgginonas, citocromos, proteinas ferro-
enxofre, complexo citocromdsf e plastocianina, chegando finalmente ao fotosesste
(Pz00). Ao longo destas passagens ha bombeamento dapr@ elétron emitido porsé
€ reposto por elétrons originados da agua: umaipeicontendo manganés é capaz de
cindir a molécula de agua, retirando-lhe elétrons gao transferidos parasgf Os
prétons sdo bombeados para o interior dos tilaspidgeomovendo a formacao de um
gradiente de protons que, igualmente a fotofosicéib ciclica e ao transporte de elétrons
na respiracdo, promove a sintese de ATP. O oxigéaimolécula de agua é liberado
como Q e, por isto, este tipo de fotossintese é chamxzidénica
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Figura 3.22. Fotossintese nao ciclica. A. Esquema de transfieréde elétrons
considerando os potenciais de reducdo. B. Dispmsigi membrana plasmatica de
componentes da cadeia de transporte de elétrons.

Concomitantemente, a excitacao luminosa do cerreedcéo do fotossistema |

(P700) também provoca a emisséo de elétron, captadoyta molécula de clorofila e,
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a seguir, transferido por quinonas e proteinag{fenxofre para a ferredoxina. Pela acéo
da ferredoxina:NADP oxidorredutase, é feita a transferéncia final par&ADFP',
gerando NADPH. O resultado liquido da fotofosfa@a ndo ciclica é, portanto, a
producao de ATP, NADPH e;O

Uma alternativa para os elétrons emitidos pes €retornar ao 8o, via complexo
b-f, em vez de serem dirigidos ao NADReste caso, ndo se produz NADPH mas gera-
se ATP, pois, no nivel do complekef sdo bombeados prétons. Controlando o fluxo de
elétrons em cada uma das vias, a célula pode leaaas producdes de ATP e NADPH,
coenzimas que sao utilizadas na chamfad® escurada fotossintese. Esta fase é
composta de reacdes que se processam independetgedte estimulo luminoso e
consistem, em ultima analise, na incorporacdo dgeGOcompostos organicos levando a

sintese dos 13 precursores e demais moléculassaeess

3.2 Obtencéo de NADPH

Assim como as bactérias heterotroficas, as autca®Hhecessitam ATP e NADPH
para as biossinteses. Adicionalmente, também dependessas coenzimas para
promover a reducdo do G@ compostos organicos, processo denomirie@gdo de
CO,. Organismos autotroficos estritos suprem estassatzde a partir de uma fonte de
elétrons independente da fonte de carbono. Ist@atestes microrganismos capazes de
sintetizar matéria organica, utilizando-se exclasiente de matéria inorganica, energia e
de NADPH. Os procariotos autotréficos que realizémwossintese ciclica e os
quimiolitotréficos obtém poder redutor, o NADPH,rpeducdo de NADPenvolvendo

uma cadeia de transporte de elétrons reversa.

A cadeia de transporte de elétrons reversa promowereducéo de NADP

No metabolismo quimiolitotréfico autotréfico, o nmes substrato reduzido é
doador de elétrons para producido de ATP e paralgde de NADP. Ndo existem
outros substratos para exercer esta funcdo. Comoador de elétrons € exdgeno, a
enzima que o oxida esta localizada na membrandacedufaz parte da cadeia de
transporte de elétrons. Os elétrons tém dois asstseguem a via termodinamicamente
favoravel, sendo recebidos por componentes daaa&den maior potencial de reducao,

produzindo um gradiente de protons e formando ATP s@o transferidos para
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componentes da cadeia de transporte de elétronsrmomar potencial de reducdo até o
NADP*. Os compostos inorganicos levam a liberacdo deoaképara intermediarios da

cadeia de transporte de elétrons com potencial e#gucéo superior ao do

NADP'/NADPH (Figura 3.23).

Em bactérias que oxidam compostos de enxofre,é&iet deles derivados sao
liberados no nivel dos citocromos, em razéo dosrgslde seus potenciais de reducgdo. A
reducdo do NADP processa-se por um mecanismo que requer energiguep os
elétrons fluem no sentido dos menores potenciaiediecdo padrao. Esse mecanismo é
conhecido comocadeia de transporte de elétrons reverghigura 3.22) Para
exemplificar: os elétrons derivados do tiossulfseéguem dois sentidos. O primeiro, no
sentido termodinamicamente favoravel da cadeiaratesporte de elétrons, gei@ca
préton motriz, e o segundo no sentido contrarioga gwenzimas reduzidas. O fluxo
reverso de elétrons, por processar-se no sentidomgmorespotenciais de reducéo,
demanda energia. A explicacdo para o fluxo revbeseia-se no fato de algumas das
reacdes redox na cadeia de transporte de elétstae®m em equilibrio com a forca
préton motriz. Assim como o transporte de elétranssentido termodinamicamente
favoravel leva a formacdo do gradiente de prétendorca proton motriz pode ser
utilizada para promover o fluxo dos elétrons notidendos menores potenciais de
reducdo. Uma evidéncia experimental para esteéfatonibicdo da cadeia de transporte
de elétrons reversa provocada por ionéforos, qoeopam o colapso do gradiente de

protons.

Doadores de elétrons

NO, F&*

citocromo C

Transporte reverso de elétrons

(NADPH) + H™
Figura 3.23.Reducédo de NADP pela Cadeia de transporte de eééteversa

No caso das bactérias fotossintétipagpuras do enxofre, assim como em outras

bactérias que fazem fotossintese anoxigénica, wdeddas coenzimas € obtida a custa
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de compostos externos reduzidos, com8 ldu compostos organicos. O mecanismo é
similar ao descrito para bactérias quimioautote&jcou seja, transporte eletrénico

reversono qual o NADP é o aceptor final dos elétrons.

3.1.3 Obtencéo dos 13 precursores

Embora haja diferentes vias metabolicas bacterigo@s promovem a fixacao
bioldgica do CQ (incorporacdo do C£em moléculas organicas), este texto se restringe a

analisar o ciclo de Calvin-Benson, a via de fixag&os frequente.

3.1.3.1 Ciclo de Calvin-Benson.

Como a unica fonte de carbono dos autétrofos € g, @©lécula totalmente
oxidada, para sua reducao, as células devem iny¥d$ti e NADPH, produzidos pelas
vias apropriadas de processos fotossintéticos ami@gsintéticos litotréficos. Neste
caso, a obtencdo dos 13 precursores ocorre naleesipsto ao dos heterotréficos nos
quaisa oxidacéo do substrato organico garante a prociead P e de NADPH.

Para a fixacdo do CGOha necessidade de duas enzimas chavidaubse 1,5-
bisfosfato carboxilagexigenase(rubiscg e a fosforribuloquinase A primeira € tida
como a enzima mais abundante da biosfera, auserm@ulas animais. Outras reacfes do
ciclo sdo catalisadas por enzimas que participamutias vias metabdlicas. O ciclo de
Calvin-Benson é encontrado em Archaea, cianobastépiactérias parpuras, na maioria
das bactérias quimiolitotréficas e plantas supesioA primeira reacédo do ciclo (Figura
3.24), catalisada pela rubisco constitui a etapaldmental da incorporacédo do £n
uma molécula organica. Nesta reacdo, uma moléall@@ é ligada a ribulosé,5-
bisfosfato e gera um composto muito instavel quedesmente é convertido em duas
moléculas de 3-fosfoglicerato, um intermediariovda glicolitica. A fosforilacdo do 3-
fosfoglicerato, a custa de ATP, produz 1,3-bisfgkferato; em seguida, sua reducéo a
gliceraldeido 3-fosfato, € a mesma reacao que ec@armgliconeogénese, entretanto, com
o gasto de NADPH. Parte das moléculas de glicadndg-fosfato € convertida em di-
hidroxiacetona fosfato, que se combina com glidedido 3-fosfato formando frutose 1,6-
bisfosfato. Esta é convertida em frutose 6-fosfgt® pode ser isomerizada a glicose 6-

fosfato. Até este ponto, ocorreram 0s eventos pan do processo: a incorporacdo do
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CO, e 0 gasto de ATP e de coenzimas reduzidas. Ondestietabdlico do CO

incorporado varia muito e a formacao de glicospahas uma das alternativas.

& moléculas

€0y | 1C

& moléculas /__L_\ 12 moléculas

rioulose

| 1 =-histostaty 5C 2fosfoglicerato ac
& [ADF .
12 B
& ;
m 7 _6 mnlfe"cula.is 12 [ADP
rikuloze L. _ .
= fostato 5C 12 moleculas
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4@ — 12 [N
_ 12 [NAGE]
\ ihmdenies 12 moléculas 12 (B)
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3—fusfa_tu | | 4 et | ic
ij/
i : -Amlnt:'a'cidua
licerakdeido 5 2
g}fusfatcr =5 acidos oraxos. >
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S fnefata 8C glicose G-fosfato comum custo
=E de 18 moleculas de ATR & 12

moleculazide NADPH.

Figura 3.24.Fixacéo de C@pelo Ciclo de Calvin

As reacdes seguintes sdo semelhantes a algumaa dasvpentoses, levando a
formacao de ribulose 1,5-bisfosfato, que permiteimicio do ciclo.

A equacdao geral do ciclo de Calvin-Benson é:

6 CO, + 11 HO+ 18 ATP + 12 NADPH- Glicose 6-fosfato + 18 ADP + 17 Pi + 12 NADP

Se o ciclo for iniciado com 6 moléculas de ribuldsg-bisfosfato e 6 moléculas
de CQ, havera producéao liquida de uma molécula de gi@#sfato e a regeneracéo
das 6 moléculas de ribulose 1,5-bisfosfato. Patuaf estas conversdes ha gasto de 18
ATP e 12 NADPH, o que corresponde ao dispéndiogétien para a sintese de uma
molécula de glicose.

Em bactérias, o Ciclo de Calvin-Benson supre oslietgs precursores de
biossintese: ribose 5-fosfatq sedoheptulose 7-fosfato eritrose 4-fosfatq 3-

fosfogliceratq gliceraldeido 3-fosfatofrutose 6-fosfato e a glicose 6-fosfato.
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Como nesta via formam-se apenas 7 dos 13 precarsmeessarios para a
biossintese dos constituintes celulares, € impelssivcélula multiplicar-se utilizando
apenas o ciclo de Calvin-Benson. f@sfoenolpiruvato e o piruvato poderdo ser
sintetizados a partir de 3-fosfoglicerato em reacgg@melhantes aquelas encontradas na
via glicolitica. Em seguidaacetil-CoA seria formada a partir de piruvato por acdo do
complexo piruvato desidrogenase ou pela piruvatoiftio liase. Finalmente, os demais
precursores podem ser obtidos nos ramos oxidatreal@or, uma vez que 0 propaosito,

neste caso, € apenas biossintético e ndo temnatidéde obter energia.

C - ESTRATEGIAS DE SOBREVIVENCIA

Até este ponto, foram descritas neste capitulo agenpialidades dos
microrganismos, observadas nos dias atuais, enr ebtxgia (ATP), precursores de
esqueleto carbbnico para biossintese de conséisucgiulares e poder redutor (NADPH).
As vias aqui apresentadas séo utilizadas conforme&mrganismo. Para a compreensao
da diversificacdo de estratégias metabdlicas eradesy deve-se considerar
principalmente o meio ambiente no qual vivem asndas bactérias.

Para especular sobre a evolucdo que proporciondifeventes tipos metabdlicos
bacterianosdeve-se considerar o inicio da vida, as condigig&o prevalentes e suas
alteracOes bruscas ou gradativas ao longo do te@namde parte desta andlise, embora
especulativa, baseia-se nas formas de vida atusiss estratégias de sobrevivéncia. E
impossivel reconstituir o processo de diversificag@tabodlica ocorrido nos organismos
procaridticos desde a origem da vida, mas uma aberd que considere a evolugéo
metabodlica contribui para uma melhor compreensaamétabolismo. As estratégias
metabolicas serdo divididas em dois grandes pesiddceevolucdo dos metabolismos. O
primeiro corresponde a vida em anaerobiose e dratar metabolismo nas condi¢des
supostamente mais primitivas da Terra. A sucessaesttatégias de sobrevivéncia que
ocorreram neste periodo provocaram mudanc¢as nceeatalijue, por sua vez, exerceram
forte presséo seletiva e profundos ajustes naatégis até entdo existentes. O marco
mais importante de mudancas nas condi¢coes pregalemb planeta Terra foi o
surgimento do @ criando condi¢cbes para 0 surgimento de estratégetabdlicas mais
eficientes e relegando a nichos especificos agpetasxistentes.
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3.1. AVIDA EM ANAEROBIOSE

3.1.1. Oxidacdo de matéria organica.

Os primeiros seres vivos eram anaerobios. Acreditague se nutriam e
metabolizavam matéria organica originada por psm®sabioticos. Esta hipotese
pressupde a disponibilidade de diferentes moléarig&nicas ja prontas para a absorcao
e incorporacdo para a sintese de macromoléculaspde que as células primitivas nao
necessitariam apresentar todas as atividades fiigtssas. Apesar de ainda existirem
bactérias com estas caracteristicas, ha, em cosicd@p, bactérias capazes de crescer em
meios de cultura compostos apenas de sais minerai®a Unica fonte organica de
carbono e energia (como a glicose). Estas célidlas gortanto, capazes de sintetizar
todos os constituintes celulares a partir de uraditipo de molécula orgéanica.

Dois processos metabolicos atuais sdo baseadosxidac&o anaerdbia de

compostos organicofermentacaae respiracao anaerobia

3.1.1.1 Fermentac¢Bes de agucares

Supdbe-se ques primeiros organismos eram heterotroficos e aptagam uma
estrutura celular simples, com uma membrana plasasém complexidade, constituida
de poucas proteinas funcionais. Nao deveriam exigstas células, os componentes de
cadeia de transporte de elétrons, nem aparatosssiotéticos, localizados nas
membranas. Sem proteinas de membrana exclusivagegunitissem as células utilizar
um aceptor final de elétrons exdgeno, 0s microgyaos passaram a oxidar compostos
organicos por um processo denominddomentacéo.Neste tipo de metabolismo, as
reacOes de oxirreducdo ocorrem no citossol e oédpfduzido por fosforilagdo no nivel
de substrato. O NADH é oxidado por compostos prioidszpelo préprio metabolismo e
as substéancias reduzidas ndo sao utilizadas palaas; sendo eliminadas no meio. Por
esta razdo, as fermentacdes caracterizam-se pelecém de grandes quantidades de
compostos organicos, como alcoois e acidos orgénicorma de reoxidar a coenzima
na fermentagcdo acarreta consequéncias importam@i@s @ processo de obtencédo de
energia:

a. a producéao de ATP fica restrita as reacdessderflacdo no nivel do substrato.



45
b.a oxidacdo do substrato inicial € incompleta £ produtos finais da
fermentacdo, excretados no meio, por serem moEBaurganicas apenas parcialmente
oxidadas, podem ser utilizadas como substrato e&iger outros organismos.
As fermentacfes sdo denominadas de acordo comiraspprs produtos finais
gue geram. Embora os microrganismos sejam capagefazpr diversos tipos de
fermentacdo, alguns autores as classificam emgsaigles classes: latica, alcodlica,

butirica, acido mista, propiénica e homoacética.

; 1 g Plruvato
Oxaloacetato Acetaldendo
Lactato
Malato
L Formlato Acetll CoA +H, + CO, Acetolacta‘to
* #*
Fumarato D 0
H; + CO, Eta
% nol
5 G Acetmna
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Hi,
l ] v v
. = ; : Etanol
Propionato -e—  Acrilato Acetoacetil CoA Butanodiol
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1 1 ;
Acetona Butiri-CoA ———= Butirato
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Figura 3.25 - Quadro geral das fermentacfes de aguUcares. ri@sogémais comuns a
realizar cada um dos tipos de fermentacdo S&eptococcus, Lactobacillugh),
Clostridium propionicum(B), Zymomonase leveduras (C), Enterobacteriaceae (D),
Clostridia (E),Klebsiella e leveduras (F), Clostridia (G), bactérias do @gdpidnico
(H). As reacOes assinaladas com asterisco sdao aspegumovem a reoxidacdo de
coenzimas.

A maior parte das fermentacdes bacterianas de @mxitam o piruvato como
intermediario chave uma vez que a oxidagdo do NA®6ire por transferéncia de seus
elétrons ao piruvato ou a substancias dele dersvdtigura 3.25). No caso das via das
fosfocetolases, além do piruvato € gerado acetfhfo. Substancias dele derivadas seréo
0s aceptores endogeno de elétrons. Os aceptoredétimns sdo endogenos e variaveis,
gerando diversos tipos de fermentacdo com distimiaxiutos finais.O tipo de
fermentacdo é funcdo do meio em que a bactéria Baetérias que vivem em meios

capazes de tamponar o pH (como ocorre com o kaiteponado pelas proteinas que
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contém) podem fermentar com producdo de &cidosaapdractérias que vivem em
ambientes sem tamponamento apresentam um tipo rdeerfecdo em que outros
produtos nao acidos séo liberados, tornando afigeichio menos intensa nao inibindo

crescimento bacteriano.

Fermentacao latica

Quando o NADH produzido pela oxidacdo da glicoskizeo piruvato a lactato, a
fermentacdo € chamadfdtica. Este tipo de fermentacdo é encontrado em baxtqua
fazem parte da microbiota da pele de animais eado ¢jastrointestinal, incluindo boca e
faringe. Ha dois tipos de fermentacéo latehomolaticae aheterolatica Na primeira,
forma-se lactato como principal produto (caractiedsdelLactobacilluse Streptococcus
e na segunda, forma-se lactato, etanok, @Cetato, etcLeuconostoe Bifidobacteriun)
(Figura 3.25 A).

Bactérias homo e heterolaticas podem ser distiagumbr usar ou ndo a via da
fosfocetolase. As homolaticas metabolizam carbtodraela via de Embden-Meyerhof-
Parnas. Os dois mols de piruvato geram lactatodouusilizados como precursores de
biossintese. As heterolaticas produzem simultane@rmruvato e acetilfosfato a partir
da oxidacao da glicose pela via da fosfocetolaggr@ato pode ser convertido a lactato
e o acetilfosfato em acetato e/ou etanol (Figura)3.originando varios produtos de

fermentacdao.

Fermentacao propibnica

A fermentacdo de glicose ou outros substratos, dndo propionato, acetato e
CO, como principais produtos caracteriza esta ferng@otgFigura 3.25). A producéo de
propionato pode ocorrer por duas vias diferentesa Bnvolve a conversao de lactato a
acrilato, que é reduzido a propionato, permitinadxidacdo de um NADH (Fig.3.25 item
B); a outra é realizada a partir de succinato, @usomerizado a metilmalonato e este

descarboxilado a propionato (Figura 3.25 item H).
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Fermentacao férmica

Neste processo, a via de oxidacdo do NADH variaenépndo do tipo de
microrganismo considerado, originando diferentesdptos finais. Formiato é sempre
formado, podendo ser cindido a £6 H. De acordo com os demgwsodutos finais
formados, a fermentagéo formica é subdivididaaeido mistae dobutanodiol

a. Fermentacao acido mistaas oxidacdes dos NADH sao obtidas em diferentes
etapas:

(1) pela reducédo de uma molécula de piruvato atiact

(2) outra molécula de piruvato origina acetil-Cafec reduzida a acetaldeido,

(3) e este, novamente reduzido a etanol.

(4) e na conversédo de oxaloacetato (a partir dedoslpiruvato ou piruvato) a
succinato. Outra possibilidade € a acetil-CoA esfdrilada a acetilfosfato, dando origem
a um ATP ao ser convertida a acetato (Figura 3R&mentacdo deste tipo € realizada

principalmente poEscherichia colie pelos génerdSalmonellaShigellg Proteus Vibrio

e Yersinia
i i 5@
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Figura 3.26 — Fermentagdo &cido mista. As coenzimas reduzi@lasogidadas pela
conversao de piruvato a varios compostos, entguas 0s acidos aparecem em maior
concentracéo.
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b. Fermentacdo do butanodiel a quantidade de é&cidos formados € pequena,

predominando como produtos finais compostos neutmso o etanol, acetoina e

butanodiol (Figura 3.27). E realizada pelos géné&m®robacter, Aeromonas, Serratia,

Klebsiella, Bacillus etc.
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Figura 3.27 —Fermentacao do butanodiol. Os produtos finaiastiicados em verde.

Fermentacao alcodlica

A fermentagcéo com formagéao de etanol pode ocoardypas vias diferentes:

(1) piruvato é descarboxilado a acetaldeido queeddzido a etanol com a

oxidacdo de NADH ou

7

(2) piruvato é convertido a acetil-CoA e formiatacetil-CoA é reduzida a

acetaldeido com a oxidacdo de NADH e finalmentetaddeido € reduzido a etanol com

a oxidagao de mais um NADH.

Em Zymommonas mobili@ oxidacdo da glicose até piruvato leva a redugio

dois mols de NAD, que sdo reoxidados na formagdo de etanol petaeps via

mencionada (1), permitindo que este seja 0 Uniodyto de fermentacdo (Figura 3.25).
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Por outro ladoE. coli produz etanol utilizando a segunda via (Figur&)3r@encionada
(2). Assim, sdo reduzidos dois mols de NAi oxidac&o da glicose a piruvato, mas sdo
necessarios dois mols de NADH para formacédo dektapartir de cada mol de acetil-
CoA. E. colinecessitara formar outros produtos de fermentpgémajustar o balanco de

coenzimas reduzidas/oxidadas, como foi visto a¢feranentacéo acido mista).
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Figura 3.28 Esquema geral de fermentacao (ou respiracéo anaerob

Ao analisar a fermentacdo como uma estratégia deewwéncia deve-se
considerar que, além de ser um mecanismo de reg@adie coenzimas e sintese de ATP,
ela também supre as necessidades de obtencao elereddtor e dos 13 precursores de
biossinteses. Para analisar esta questitsidere-se uma das situagdes mais simples, ou
seja, uma bactéria que oxida glicose pela via dbdem-Meyerhof-Parnas e que gera
lactato como unico produto de fermentacdo. Comee [zt verificado na Figura 3.28,
nesta bactéria, o ATP é gerado apenas por fogfadlano nivel de substrato. Os 13

precursores serdo obtidos em pelo menos trés veabdlicas: Embden-Meyerhof-
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7

Parnas, via das pentoses e ramos oxidativo e red@oNADP é reduzido

principalmente na via das pentoses, embora possabsieo em parte pela acdo da

isocitrato desidrogenase.

BOX 1

As fermentacfes de acUcares geram produtos de inésise para 0 homem

Nas bactérias, além das fermentacfes j& mencigma@&ss outros tipos podem

ocorrer, levando a diferentes produtos finais, asuilos quais tém grande aplica¢ao

pratica. Ha microrganismos capazes de produzirestdg organicos, como acetona,

butanol e isopropanol. Deve-se ainda lembrar aneateitilizacdo, em panificacdo, da

producdo fermentativa de GOpor leveduras. Ainda na area de alimentos,

Propionibacteriumé utilizada na fermentacdo destinada a producapedipo suico, cujc

sabor caracteristico se deve ao propionato fornead® “buracos” internos, a formacgo

de CQ. O acido propidnico pode ser usado como consexdmalimentos, como o pd

inibindo o crescimento de fungos e de algumas hastéOutros usos do acido

0,

propiénico incluem sua aplicacdo como intermediguémico na sintese de herbicidas,

perfumes e produtos farmacéuticos.

O etanol produzido por fermentacdo tem grande egopmo Brasil comd

combustivel. Para a producéo industrial deste Bléoatilizada a fermentagcéo de melago

de cana de acuUcar por levedur@adcharomyces cerevis)ad fermentacdo alcodlica d

extratos de malte e de macerados de uvas e de warims frutos € utilizada ha muitps

séculos para o preparo de diferentes bebidas alasol

A fermentacéo latica tem grande emprego industaafrea de alimentos: leite
vegetais podem ser fermentados para a producématteada, iogurte, picles, etc. O &ci
latico purificado € utilizado como acidulante dengintos enlatados ou como conserva
de couros, tecidos, etc. Lactatos de célcio e fedim empregados como medicamer
em caso de caréncia destes cations. O lactato l#tarm mondmero para producao

polilactato, um polimero com diversas aplica¢cdeaatermoplastico.

e
do
Inte
1tos
de
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BOX2

A fermentac&o provoca a carie dentaria

Uma consequéncia grave da fermentacao de acuqaeesafeta praticamente toda
a populacdo humana, € a céarie dentéaria. Nos ditsrestagios do processo de formagcao
da carie, varias combinacdes de bactérias, entgeias Streptococcug Lactobacillus
podem interagir para formacdo de uma placa deAtalta atividade fermentadora
bacteriana apos a ingestao de carboidratos redbizda cavidade oral a valores entre 5,4
e 4,4, apesar do efeito tamponante da saliva. 8lesleres de pH, ocorre significativa
desmineralizacdo do esmalte: a hidroxiapatita psecipal constituinte, libera ions OH
Ccd* e PQ¥, e sua estrutura é alterada. O dente perde assipoatante protecéo que|o

esmalte constitui.

3.1.1.2 Fermentac&o de aminoacidos

Alguns grupos de bactérias sédo incapazes de utdigacares como substratos
oxidaveis, mas conseguem viver anaerobiamente fdam@éo aminoacidos. Neste
processo, um determinado aminoacido atua como dakdelétrons e o aceptor final é,
geralmente, outro aminoacido. A via fermentativacpssa-se com um namero de reacdes
menor do que na fermentacdo de carboidratos. Unmm@re de fermentacdo de
aminoacidos € dado pela oxidacéo de alanina (F8J2&). Nesta reacdo, o aminoacido é
oxidado a acetil-CoA, com reducido de NAD reoxidacdo da coenzima ¢é acoplada a
reducao de glicina a acetato. Na primeira regigi;ma-se um composto rico em energia,
a acetil-CoA, que permite a producdo de ATP atraleeformacado intermediaria de
acetilfosfato.

O processo de fermentacdo de alanina pode ser icgsy®la seguinte equacao

geral:
Alanina + 2 glicina + 2 D + ADP + Pi — 3 acetato +3 N + ATP + CQ
Outros aminoacidos - leucina, isoleucina e valim@dem ser utilizados como

doadores de elétrons para a fermentacdo. A ferg@mtde aminoacidos ocorre em

bactérias proteoliticas, con@ostridium histolyticumcausador de gangrena gasosa em
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animaise Clostridium perfringensagente necrosante em humanos, ap6s traumatismo
com contaminacao por solo ou fezes. A protedlismmisculo, com posterior fermentacao

dos aminoacidos, produz odor putrido, caractedsta&cmoléstia.

2H20 CoA CO2 NH4*
+I‘\IH3 2 4 o
Il
HsC—C—COO + 2 NAD* HsC— C— CoA + 2 NADH + 2H*
|
H Acetil-CoA

+

Alanina Pi I‘\IH3
2 H.C—COoO  Glicina
CoA

0
_ ]
Acetilfosfato  Hsc— c— () 2 HaC— ‘(‘;7 O Acetato

ADP

2 NH4*
ATP

(0]
Il -
Acetato  HsC—C—O 2 NAD*
Figura 3.29. —Fermentacao de alanina, um exemplo de fermentacamahoacidos.

3.1.1.3 Respiracdo anaerobia.

Se 0s primeiros organismos eram anaerobios e apagaen mecanismos de
obtencado de energia simples e pouco eficientestgingento da respiracdo anaerdbia foi
consequéncia dema grande modificacdo na estrutura da membrasaptica, que se
tornou muito mais complexa ao abrigar todos os cmaptes da cadeia de transporte de
elétrons.

Nesse processo, as bactérias utilizam como aceetalétrons um composto
exdgeno diferente do oxigénio. Este composto pedénsrganico (N@, NO,, SQ7,
COs%, F€" ou organico (fumarato). A cadeia de transporteeliérons anaerébia é
constituida por desidrogenases e redutases, gaeds por quinonas.. A transferéncia de
elétrons esta associada a extrusédo de protonsrenagdo de um gradiente, aproveitado
para a sintese de ATP. O rendimento do processtiar do que o das vias fermentativas,
porém menor do que o da respiracdo aerobia (FigLB@). A respiracdo anaerbbia é
encontrada em bactérias facultativas, cémooli (também capaz de respiracdo aerobia e
fermentacdo),Pseudomonas(que também faz respiracdo aerdbia) e em bactérias
anaerdbias estritas, como as do gémmsulfotomaculumA transferéncia de elétrons do
altimo citocromo para o aceptor final é catalispda redutases diferentes, especificas

para cada aceptor: nitrato redutase, nitrito ressjtaulfato redutase, etc. Estas enzimas
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tém funcdo analoga a das oxidases da cadeia dporém de elétrons aerdbia, mas

caso da respiracdo anaerOb&fio sempre designadas redutases. A

presenca destas

enzimas nas células € indicativa da ocorrénciaesiginracdo anaerdbia, uma vez que sua

sintese € reprimida por oxigénio.

PERIPLASMA MEMBRANA CITOPLASMA
e Lactato
+
o Q< C H
Qi Piruvato
cit B ggg
NO; + 2H
W
> NO, +H,0
ADP + Pi
H i > H'
\b ATP
A
PERIPLASMA MEMBRANA CITOPLASMA
o . NADH
H' < Fp C<——— H
G (;:— NAD ™
+ i
proteina -
i FeS o
+ Lactato
H+ < - Q@ a4+— Q gt
+ 2e ;
QA Piruvato
. i
cit B ggg
+ cit B gg S
- -
2H™ + 1% 0,
+ cito <;
+ Hs O
ADP + Pi
H* i - i
\b ATP
B

Figura 3.30.Cadeia de transporte de elétrons anaerdbia (A)&e (B) enkE

. coli.
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Os doadores de elétrons para cadeia de transgoeiétdons anaerdbia podem ser
coenzimas reduzidas (NADH), mas também compostogatdlmente oxidados como:
lactato, succinato, formiato entre outros.

Comparadas a fermentacdo, as mudancas que pd¢asibilia ocorréncia de
respiracdo anaerdbia levaram a um melhor aproveitamenergético da fonte de
carbono, uma vez que, ao ser mais oxidada, maantigiade de energia fica disponivel
para a célula. O meio ambiente também foi modibcgais a respiracdo anaerdbia levou
a diminuicdo da liberacdo de substancias reduzdks célula. Tais substancias (como
acidos), em concentragfes elevadas, inibem a nhedigdo celular, restringindo, dessa
maneira, o numero de individuos da populacao.

Em E. coli, na auséncia de oxigénio, a inibicdocdaetoglutarato desidrogenase
induz o funcionamento dos ramos redutor e oxidatiirgura 3.10), seja na auséncia ou
presenca de nitrato, situacdes que caracterizamefdacao ou respiracdo anaerobia,
respectivamente. Esta é claramente uma estratégiaequz a quantidade de coenzimas
reduzidas geradas com a oxidacao da fonte de aarlintretanto, nem sempre isto
ocorre com as bactérias em anaerobiose. Por exerRpEudomonas stutzerem
anaerobiose, ndo fermenta - apresenta apenasaggpianaerobia e o ciclo de Krebs é
completo, sendo o NADH o doador inicial de elétrdasadeia de transporte de elétrons
anaerodbia.

As estratégias de obtencdo de NADPH e dos 13 mp@@s de biossintese séo
muito semelhantes nos processos de respiracaoohieer fermentacao (Figura 3.26).
NADP" é reduzido na via das pentoses, na via de Entoed®off ou pela isocitrato
desidrogenase e 0s 13 precursores sao obtidovipetie Embden-Meyerhof-Parnas ou
via de Entner-Doudoroff, na via das pentoses eam®s oxidativo e redutor ou ciclo de
Krebs.

3.1.2 Sobrevivéncia pela oxidacdo de matéria inorgia.

Considerando que as condic¢des primitivas da Teara eedutoras, o metabolismo
quimiolitotrofico deve representar uma das pringifarmas de metabolismo a ter
surgido com capacidade de gerar matéria organigartsr de CQ. Nessas condices,
entretanto, o oxigénio ainda néo estava dispomives primeiros quimiolitoautotroficos

dependeriam de outros compostos como aceptores fiealétrons. Como a maioria dos
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outros compostos apresentam potenciais de redugditores que O Oxigénio, a
quantidade de energia Util nessas condi¢des saia,bmas compativel, uma vez que o
oxigénio ndo estava disponivel para qualquer arfyanismo.

Atualmente, compostos inorganicos reduzidos podeginar-se de atividades
humanas, vulcanica ou de depdsitos geoldgicos.alfatite importante é a atividade
biolégica, que gera compostos inorganicos reduzjdespiracdo anaerdbia, assimilacdo
do NOs e outros compostos, fixacdo bioldgica de &c.).

Muitos quimiolitotroficos sdo capazes de utilizaD/Lcomo Unica fonte de
carbono e sdo denominadoguimiolitoautotroficos Quando o conceito de
guimiolitoautotrofico foi estabelecido por Winogskd, referia-se exclusivamente a
quimiolitotroficos estritos (quimiolitoautotréfichsou seja, bactérias capazes de obter
energia exclusivamente pela oxidacdo de compostwganicos e utilizando GQ&omo
fonte de carbono. Entretanto, ha maior diversiadbel8pos metabdlicos em bactérias que
oxidam compostos inorganicos. Quimiolitotréficoxutativos, também denominados
mixotroficos podem crescer autotroficamente utilizando congsostorganicos, sendo
também capazes de realizar simultaneamente um ofistab heterotréfico. Vias
caracteristicas dos dois tipos de metabolismo $fimadas, por exemplo, da seguinte
maneira: a energia é obtida pela oxidagédo de cawwgosganicos e inorganicos e a fonte
de carbono é COe compostos organicos. A mixotrofia ocorre apeeas baixas
concentracdes de nutrientes e as vias sao aciocadf@msme a predominancia de um tipo
de substéncia, organica ou inorganica. Quando eweotracoes altas de um dos tipos de
nutriente, um comportamento diauxico € observadcseja, cada um dos metabolismos
ocorre sequencialmente e ndo simultaneamente.

Como visto, bactérias autotroficas estritas devéasder outras reacdes, além do
ciclo de Calvin-Benson, para obter os 13 intermembaprecursores. Estas reacfes
incluem parte da via glicolitica, correspondentecanversdo de 3-fosfoglicerato a
piruvato, e algumas reacfes correspondentes a8esedps ramos oxidativo e redutor,
pois em bactérias autotroficas estas reacbes téfangdo apenas de suprir 0s
intermediarios precursores e nao representam utreégga para oxidar completamente
a acetil-CoA. A Figura 3.31 apresenta uma rede mdéta que deve funcionar em

organismos quimioautotroficos.
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Figura 3.31 — Esquema geral da producdo dos 13 precursores ema e faz
metabolismo quimio(foto)autotroficos

3.1.3 Utilizag&o de luz em anaerobiose.

Nos primoérdios da vida na Terra, com uma atmosdesprovida de oxigénio, as
células poderiam manter-se com metabolismo anaesduimiotrofico, utilizando-se de
compostos organicos disponiveis no meio, por fetagéio e depois por respiracao
anaerobia de compostos organicos disponiveis n@.meioxidacdo metabodlica de
compostos inorganicos, e ndo 0s processos abigpoogavelmente consistiu na forma
mais primitiva de producdo de matéria organicatdPimsmente, surgiram as primeiras
bactérias fotossintetizantes. O mecanismo deseideobor esses primeiros seres capazes
de utilizar luz como fonte de energia era anaerdbim apoio para esta hipotese é a
toxidez do @ para muitas bactérias que fazem fotossintese gémiga, resultado da
inibicdo da sintese dos pigmentos fotossensives. bActérias fotossintetizantes
anaerdbias vivem atualmente em fundos de lagos oadebem luz em ambiente
anaerobio. Os processos utilizados para a obtet@g®id 3 precursores e de NADPH em

bactérias que fazem fotossintese anoxigénica naesséncialmente diferente dos
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utilizados por bactérias quimioautotroficas. A pro@io de ATP por sua vez representa
uma especializagdo dessas ceélulas, pois se torneapazes de utilizar a energia

luminosa para geracdo do gradiente de protons.

3.2 Avida em aerobiose.

3.2.1. Afotossintese deu origem ac,O

Bactérias que fazem fotossintese anoxigénigsaen CQcomo fonte de carbono
dependem de compostos reduzidos para gerar patlgord NADPH), necessario para
fixacdo do CQ e para as reacdes de biossintese. Nos primordiogidaé na Terra,
compostos reduzidos de enxofre, com& Hrovavelmente eram os principais supridores
de elétrons.

Um grande passo evolutivo foi obtido quando algun@anobactérias
desenvolveram um fotossistema com poder oxida@pgaz de extrair elétrons da agua.
Esta adaptacdo expandiu enormemente o habitatrdasiemos fotossintetizantes, que
Nao mais se restringiram aos locais ricos em cotapasorganicos reduzidos. A grande
consequéncia dessa transformacéo foi a disporabiiz de @ produzido pela oxidag&o
da agua. Os sistemas geradores géofam fundamentais para proporcionar mudancas
importantes nas diferentes estratégias de sobrerav€ Os organismos que oxidam
matéria organica puderam oxida-la completament®©a eCHO utilizando o0 @ como
aceptor final de elétrons em uma cadeia de tratesperelétrons aerébia. Os organismos
quimioautotroficos também puderam aprimorar suakeiea de transporte de elétrons
utilizando esse aceptor, retirando mais energiaxdacdo de compostos inorganicos.

A Tabela 3.5 mostra a diversidade de tipos de $ott&icos bacterianos que
resultam de diferencas de pigmentos, doadoreséti®rs, fonte de carbono e producao
de oxigénio.
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Producéo Tipo Pigmentos Doadordg Fonte de | Via de fixacéo
de G elétrons Carbono de CQ Exemplos
Clorofila a,e b, Calvin-Benson
Sim Cianobactériag ficobilinas H,O (6{0)) Anabaena
Bacteriocloro H.S, S, CO,ou Calvin-Benson
Puarpuras do flaaoub S,0%, H, Chromatium
enxofre ou organico| Organico
(etanol ou
piruvato)
Bacteriocloro-| H,, FE€",H,S CO0u Calvin-Benson| Rhodopseu-
N&o Pdrpuras ndo-| filaaoub (ndo éo Orgénico domonas
enxofre principal) (succinato/ Rhodobacter
ou organico malato) Rhodospirillum
Verdes do Bacteriocloro- H.S, S, CO,0u CK redutivo
enxofre flaa+c,doueg SOz, H, organico Chlorobium
Verdes ndo | Bacteriocloro- H.S, H, CO0u Outras Chloroflexus
enxofre filaa+ coud | ou orgéanico organico vias
Heliobactérias| Bacteriocloro- organico organico N&o fixam | Heliobacterium

filag

3.2.2. Oxidagao de compostos inorganicos e orgarsaoa presenca de ©

A disponibilidade de ©no ambiente proporcionou a estratégia de sobneviaé

por respiracao aerdbia. A Figura 3.32 apresent&@ metabdlica desse processo com a

formacao de 13 precursores, producdo de ATP e gddede poder redutor para um

organismo heterotrofico aerdbio. O emprego de wxayépossibilitou a oxidacdo

completa do composto organico, aumentando a qaa®ide ATP sintetizado por massa

de composto utilizado.

A presenca do oxigénio também resultou em vantag@msbactérias que oxidam

matéria inorganica. O alto potencial de reducamxigénio resulta em maior diferenca

entre os potenciais de reducédo do doador e o adembde elétrons; consequentemente,

maior quantidade de ATP pode ser gerada. Ainda, maislizacado de oxigénio ampliou o

espectro de compostos inorganicos que podem sdaapg para obtencédo de energia por

bactérias quimiolitotroficas, tornando possivekalacdo de compostos com potencial de

reducao muito alto.

De acordo com a hipotese endossimbiotica, um desopaimportantes para o

surgimento das células eucaridticas primitivas doiassociacdo com bactérias que

realizavam respiracdo aerébia e que passaram ttgores mitocondrias dessas células.
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A partir dessa célula, surgiram os metazoarioapettcendo um novo dominio dos seres
vivos, Eucaria, com respiracdo aerObia como praicgstratégia de sobrevivéncia e
fermentacdo em casos especiais. Esse dominio e \sgpns diversificou-se com uma
nova relacdo endossimbidtica que resultou no semion dos cloroplastos e da
fotossintese oxigénica. A relacdo endossimbioteeedportanto, ter sido estabelecida

com cianobactérias.
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!
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) 2-0xoalutarato
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. Sucinilcoenzima A

Sucinato

Figura 3.32 -Esquema geral de respiracdo aerdbia de composg@sicos.

Esta andlise leva a conclusdo que é dentro dosndmsmprocarioticos que as
estratégias metabdlicas se diversificaram. Hoje;ommnam-se, pelos menos, sete
estratégias diferentes: (1) fermentacao, (2) rago anaerdbia de compostos organicos e
(3) inorgéanicos, (4) respiracdo aerdébia de comgostganicos e (5) inorgéanicos, (6)
fotossintese anoxigénica e (7) oxigénica. Isto #@®mxs microrganismos procariotos
importantes e Unicos agentes em muitos dos pracassaransformacdo da matéria

organica e inorganica na Terra.



60

3.2.3. Oxigénio como inibidor do metabolismo

Cerca de 90% do oxigénio consumido pelos microsyans aerdbios sao
utilizados como aceptor final da cadeia de trartspie elétrons, resultando na formacéo
de HO; os 10% restantes sao substratos de reacOessadaal por oxidases ou
oxigenases. O metabolismo oxidativo gera continméenespécies de oxigénio apenas
parcialmente reduzidas (Tabela 3.6), extremameeddivas, capazes de reagir com
qgualquer composto organico e, portanto, muito #xic

Tabela 3.6.Espécies reativas de oxigénio formadas pela reduap@ial de @ A reducéo
completa, com a transferéncia de quatro elétreng, & formacdo de agua.

O2+e —> 0O anion radical superéxido
O  +e” + 2H" —> HO2 peroxido de hidrogénio
H 02 +e~- + HH —— H20 + OH* | radical hidroxila

OH* + e~ + Ht —> H20 agua

Nos organismos aerobiosstdo presentes varias enzimas incumbidas dogsmce
de eliminagdo destas espécies ativas de oxigéniémi@n radical superoxido pode ser

eliminado pela acdo sequencial de duas enzimageroxidadismutasee acatalase

superoxido
o o dismutase
02 + O2 + 2HY — > H0:2 + O2

2 HOp, —CSBEse 0 + 0

As superoxido dismutases sdo encontradas em tedaganismos aerdbios, mas
estdo ausentes nos anaerdbios obrigatérios que, amséncia das enzimas
desentoxicadoras, sdo danificados em tal extens@ ngo se mantém vivos. Esta
explicacdo tem confirmac&o no fato de mutantes atg@eébas aerdbias facultativas, ao
tornarem-se incapazes de sintetizar superoxidout&s®a converterem-se em anaerdbios
estritos. Altas tensdes de oxigénio inibem a supeoddismutase em algumas espécies
microbianas. Provavelmente por isto bactérias ragnafilas s6 se desenvolvem em
ambientes com baixas concentracdes de oxigénio.

Os microrganismos anaerébios estritos tém grawsetdifes de sensibilidade ao
oxigénio. Os mais sensiveis ndo sobrevivem aléntr@&e minutos a exposicdo ao

oxigénio, enquanto outros mantém a viabilidadelpogo tempo, porém sem conseguir
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multiplicar-se. E possivel que tais anaerdbios, miw utilizarem oxigénio, tampouco
produzam radicais livres.

A presenca de catalase é utilizada para a ideaitéiw de bactérias.

D. UTILIZACAO DE ENERGIA

A permanente necessidade de utilizacdo da enedgiida no gradiente de
prétons ou na molécula de ATP prende-se a razém®daamicas, ou seja, destina-se a
viabilizar processos cuja tendéncia "natural" segarrer no sentido contrario ao das
necessidades celulares. Tome-se como exemplo aosarédp do meio em que 0O
microrganismo vive. A concentracao de ions e mddédcono meio jamais reproduzira com
exatiddo a concentracdo ideal destes ions e maqara as funcdes celulares. Se a
concentracdo de um determinado ion no meio extEnnanenor do que a ideal, seu
transporte para o interior da célula contrariaredéacia termodindmica de igualar as
concentracdes dos dois lados da membrana, e eteit@asto de energia. Este é 0 caso
do transporte de lactose para as células de algignerganismos. A captacdo exclusiva
do acucar ndo € viavel, por outro lado, a conceétrade protons no exterior da
membrana é maior do que no interior e a tendémsimadindmica é de igualar as
concentracdes. A captacdo de lactose torna-sevpbpst associar a entrada do acgucar a
de protons, de tal forma que o transporte conjsymport Secdo 2.2.1.3) torna-se
termodinamicamente viavel. Em situacdes analogagadiente de prétons gerado pela
respiracdo ou pela fotossintese é usado para pssracsaptacdo de moléculas do meio,
em um processo quimiosmaotico. Este mesmo gradiéoteece energia para a

movimentacao dos flagelos bacterianos, promovesrbém um trabalho mecanico.

O ATP é o principal doador de energia

O numero de processos que utilizam a energia @nudgradiente de protons é
baixo, apesar de qualitativamente importantes pa@brevivéncia do microrganismo. A
maior parte da energia utilizada pelos microrgansmrovém da energia quimica
presente na molécula de adenosina trifosfato. O ATResponsavel, direta ou
indiretamente, pelo transporte de inUmeras subisgpara o interior das células e pela
excrecao de outras tantas. Mas, sobretudo, € @ daskTP que se processam as sinteses

das substancias imprescindiveis para a manutenggoagucao celulares.
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De uma maneira geral, pode-se admitir que os psosede obtencédo de energia
consistem em oxidacdo de moléculas grandes e dadyzlevando a producdo de
moléculas menores e mais oxidadas; sdo procesgmstaneqgstermodinamicamente
favoraveis. As sinteses, ao contrario, consistempesducdo de moléculas grandes e
reduzidas a partir de moléculas menores e maisadag] tais processos ndao podem
ocorrer simplesmente por inversdo do sentido das0oes de degradacédo. Esta
impossibilidade termodindmica é contornada peléizagido de uma via de sintese
diferente da via de degradacdo, composta de outem;des, estas sim,
termodinamicamente viaveis. O ATP participa de migou algumas) destas reacdes e é
desta forma que este composto contribui para tqrossiveis as sinteses. Tome-se como

exemplo a reacéo genérica de degradacao, termadaraente viavel:
A—B —> A +8B
A reagdo no sentido contrario ao que esta escéto é viavel. Entretanto, o

composto A-B pode ser sintetizado a partir de A, en® diretamente, mas utilizando

outras reacfes das quais participa o ATP:

A+atP—> A—(P) +ADP [@ = P032_:|

A—(P) +B ——>= A—B +Pi |:pi - Hpo42_]

Somando as duas reacdes acima,

A+B+ATP —> A—B + ADP + Pi

O exame da Ultima reacdo mostra apenas o res&adbdo processo, no qual o
ATP "fornece a energia" para que a sintese de A$s® ocorrer. Na verdade, o ATP
participa efetivamente de reacdes, como mostramagdes parciais.

Um exemplo real da contribuicdo do ATP € observads interconversdes de

glicose e lactato. A equacao geral da transformdedglicose a lactato é:

Glicose + 2ADP+ 2P - 2 Lactato+ 2 ATP + 2 £€D
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Deve-se notar que uma equacdo geral ndo represerdareacdo quimica: a
degradacdo de glicose a lactato € feita pela slrigeacbes que constituem a via
glicolitica. A equacéao geral € apenas o balan@ €in processo.

Se este processo é termodinamicamente favorayehoesso inverso (ou seja, a
sintese de glicose a partir de lactato) ndo o éora bioldégica de contornar esta
impossibilidade é a utilizacdo de outro caminhoainélico para a sintese de glicose,
usando outras reacdes. A conversao de lactate@sgl(uma sintese, pois forma-se uma
molécula de seis carbonos a partir de duas mokdadatrés carbonos) processa-se
segundo a equacao geral:

2 Lactato + 6 ATP+ 630 — Glicose + 6 ADP + 6 Pi + 4 H

Naturalmente, esta reacdo também jamais ocorrerepl@senta tdo somente o
resultado global de um processo constituido potasueacdes, em algumas das quais o
ATP aparece como reagente. A reacdo deve ser rigtatia com cuidado. Um conceito
errbneo frequentemente a ela associado é imputksp@&ndio energético necessario a
sintese como resultado da hidrélise do ATP. Nes$e,ccomo ocorre sempre, a equagao
geral esconde as reacdes parciais nas quais hati@gacao do ATP como componente
da reacéo, sem que em nenhuma delas tenha haeidhidsdlise. A comparacédo das duas

equacdes gerais evidencia a utilizacdo de ATParaover o processo de sintese.
A sintese de macromoléculas exige grande dispéndie ATP

Quanto maior for a molécula a ser sintetizada, magra o gasto de ATP
necessario para viabilizar a sintese. Portantoyandg dispéndio energético celular
refere-se a producdo dos muitos tipos de macromiacpresentes nas células
bacterianas: a parede celular € composta por pagitchno e a membrana externa das
Gram-negativas por lipopolissacaridio, proteinasosolipidios; flagelos e pili séo
compostos por proteinas; a membrana citoplasmétidarmada por fosfolipidios e
proteinas; o citoplasma pode conter material dervas na forma de polissacaridios,
polifosfato ou poli-3-hidroxialcanoatos; ribossoms&o constituidos por proteinas e

RNA; DNA esta presente no cromossomo bacterianoseptasmidios; RNA mensageiro
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e RNA transportador fazem parte da fisiologia @lubestaque especial deve ser dado as
proteinas, pois além de sua funcdo estrutural ito@st muitas toxinas bacterianas e as
enzimas, sintetizadas em grande variedade. Aléso,dis processo de sintese proteica,
pela necessidade do rigor estrutural que possilsilia funcdo, € energeticamente muito
dispendioso.

Deve-se notar que muitas das macromoléculas giadels pelas células tém
atuacdo ndo como moléculas isoladas, mas partaopde estruturas de ordem superior.
Muitas proteinas sdo constituidas por varias cagmapeptidicas (iguais ou diferentes),
sintetizadas independentemente. O processo que dewaontagem assembly das
proteinas oligoméricas é pouco conhecido, masgeafmnente, ndo € nesta fase que ha
grande dispéndio energético. Casos ainda muito coaplexos de montagem aparecem
quando diferentes macromoléculas ligam-se paratitinscomponentes estruturais
supramoleculares, como as membranas ou 0s ribossdestas montagens ha poucas
regras gerais e o processo que leva a organizacdaadnela depende de cada caso.

As sinteses das macromoléculas ocorrem por meiovide metabdlicas
particulares a cada tipo. Como exemplo de um psocds sintese de macromolécula sera
descrita a seguir a sintese de peptidioglicano, omaromolécula caracteristica das
bactérias.

3.1. SINTESE DO PEPTIDIOGLICANO

A rigidez da parede das bactérias é garantida p@r mnolécula Unica, gigante,
formando uma rede tridimensional, o peptidioglicamareina ou mucopeptidio. Como
seu nome indica, € composto por derivados de agsic@acetiimuramico eN-
acetilglicosamina) e por um oligopeptidio (nas Gmaegativas) ou por dois tipos de
oligopeptidios (nas Gram positivas). A estrutura pgptidioglicano esta detalhada na
Sec¢ao 2.2.2..

A excecdo dos micoplasmas e das Archaea, todasciérias apresentam este
biopolimero, que lhes garante uma estrutura parfedsponsavel pela viabilidade celular.
Como sera descrito adiante, alguns antibioticos ¥émmecanismo de agdo justamente
por interferéncia na sintese deste polimero. Auest rigida do peptidioglicano é
imprescindivel para a manutencao da estruturaacgholrque a membrana citoplasmatica
sozinha € incapaz de resistir a tensdo provocaldagmerada de agua nas condicbes

habituais de hipotonicidade a que estdo submedgl@actérias.
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O peptidioglicano é sempre composto por cadeias aogoacucaresN-
acetilglicosamina (NAG) eéN-acetilmuramico (NAM) ligadas por oligopeptidiogjas
sintese ocorre em duas fases, uma intracelulart@ @xtracelular. Como na fase
extracelular ndo € possivel usar ATP, a primeisa feonsiste em ativar os mondmeros
precursores do polimero, de modo que, ao serersféraos para o exterior da célula,
eles possam unir-se sem fornecimento de energasap@acao.

A sintese dessa macromolécula ocorre parte nolasio@, parte na membrana
plasmatica e termina externamente com a polimé&@aps mondmeros, pela acdo de
glicosiltransferasesque catalisam a insercdo dos glicanos etrdespeptidasesque
formam as pontes peptidicas cruzadas. Para ad@osdos mondémeros deve ocorrer uma
septacdo do peptidioglicano pré-existente, por alEam sistema de autolisinas que
rompem as ligagddg%-1,4 entre os componentiisacetilglicosamina &l-acetilmuramico
e entre os peptidios, quando novas unidades s@&adas ao longo das aberturas.

O crescimento do peptidioglicano ocorre, em coeosduas direcbes opostas ao
anel FtsZ (Sec¢éo 5.2.2) e, em células com formatoedilos, o0 aumento da parede ocorre
em varios pontos ao longo do eixo maior.

O processo geral de sintese do peptidioglicanonélbante em todas as bactérias;
a seguir sera descrita a sintese ®taphylococcus aureusrganismo em que € melhor
conhecida.

A Figura 3.33 apresenta as rea¢cfes componente®despo de sintese, que pode
ser resumido nas seguintes etapas:

1. Formacdo do NAM ativado (UDP-NAM) a partir de BIDIAG e ligacao de
uma cadeia de aminoacidos (pentapeptidio I) ao WNBRL produzindo N-
acetilmuramilpentapeptidio. Cada aminoacido € ideepela acdo de uma enzima
diferente e requer ATP para ativar seu grupo caldox

2. Ligacdo do N-acetilmuramilpentapeptidio-UDP a um transportadie
membrana, o bactoprenol (undecaprenol), com aalgderde UMP.

3. Formacdo da ligacdo glicosidica eniteacetiimuramilpentapeptidio (ainda
ligado ao transportador) e UDP-NAG, com a liberad@dDP.

4. Ligacado sequencial de cinco glicinas, provee®rde cinco glicil-tRNA ao
terceiro aminoacido do pentaptidio I, formando mtgeeptidio Il (portanto, uma
pentaglicina).

5. Transporte da estrutura formada para o extdagnembrana.
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6. Insercdo da estrutura transportada no intenopeaptidioglicano pré-existente,
devidamente quebrado por autolisinas. Formam-sédognas ligacdes entre 0s
aminoacidos e os peptidios, conservando a estrdeulayacdes cruzadas do polimero,

expandindo-o nas trés dimensdes.
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Figura 3.33— Sintese de peptidioglicarQN-acetiIglicosaminQN-acetiImurémico
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Alguns aspectos do processo de sintese do pepitdiog merecem comentarios
especiais. A formacao das ligacdes peptidicas eosapeptidios | e Il ndo segue o
processo habitual de sintese proteica: € independin ribossomos e m-RNA. Sua
composicao, entretanto, € muito especifica, aptaéséo sempre a mesma sequéncia de
aminoacidos; tal precisédo é obtida pela acdo @desefg especificas, dependentes de ATP,
que catalisam a formacéao das ligacdes peptidicas.

O transporte de precursores para o exterior ddacélpossibilitado pela ligacao
da molécula a ser transferida ao undecaprenoltéogii@ctoprenol) que, com sua longa
cadeia isoprenoide (55 atomos de carbono), ofeaduiglrofobicidade adequada para a
passagem pela membrana.

A polimerizacao final, extracelular, compreende dueacbes: a primeira € a
transferéncia do dissacaridio (presente na esrutiue é transportada através da
membrana) do lipidio pirofosfato ao qual esta l@madra uma cadeia polissacaridica pré-
existente no peptidioglicano. A segunda reacdoisten€m uma transpeptidizacdo. A
pentaglicina esta ligada ao terceiro aminoacidopdatapeptidio | (lisina) por sua
carboxila, tendo, portanto, livre um grupo aminomi@al; este grupo estabelece uma
ligacdo peptidica com a penultima alanina de umtgpeptidio | adjacente. Neste
processo, a alanina terminal é liberada e o reBulfiaal € a formacédo de uma ponte de
pentaglicina ligando dois pentapeptidios I. A tpapidizacdo é catalisada por uma
transpeptidase. Nas bactérias Gram negativas, §aeapresentam o peptidio Il (a
pentaglicina), também ocorre transpeptidizacddenasso, porém, a ligacao é feita entre
0 grupo amino da lisina (que nédo participa de Bgageptidica no pentapeptidio I) com a
mesma alanina mencionada no caso anterior. Assindpis pentapeptidios | adjacentes
ficam unidos apenas por uma ligacéo peptidicandisie um pentapeptidio | + alanina de
outro pentapeptidio I).

Analisando a Figura 3.33 pode-se verificar que parantroducdo de um
mondmero no peptidioglicano ha gasto de seis miaigae ATP, evidenciando o grande

dispéndio energético nas sinteses dos polimeros.



