QBQ0204 Bioquimica: Estrutura de Biomoléculas e Metabolismo

Guia de estudos

Aula 13: Ciclo de Krebs e Metabolismo do Glicogénio

Para esta aula estamos incluindo também uma leitura basica sobre
glicélise, mais simples que a leitura basica da aula anterior. Focaremos no uso
do livro de Bioquimica Basica nessa parte sobre metabolismo. Contudo, também
colocaremos o material avancado (Lehninger) para quem quiser se aprofundar.
Portanto, as leituras ndo estdo marcadas no texto, mas os capitulos referentes
ao livro de Bioquimica Basica (as primeiras na ordem que aparece) sao leituras
basicas, e os capitulos seguintes (Lehninger) sao leituras avancadas.



9.1 Oxidacao de glicose

A glicose é, quantitativamente, o principal substrato oxidavel para a maioria dos organismos. Sua utilizagdo como
fonte de energia pode ser considerada universal e, dos microrganismos aos seres humanos, quase todas as células sdo
capazes de atender a suas demandas energéticas apenas a partir deste agucar. Para algumas células e 6rgdos, como hemacias
e cérebro, a glicose é imprescindivel, por ser o inico substrato a partir do qual podem sintetizar ATP.

Apesar de a dieta humana conter pouca glicose livre, quantidades consideraveis deste agucar sdo ingeridas sob a forma
de amido, sacarose e lactose. Nas dietas mais comuns, 55% dos carboidratos aparecem como amido, 35% como sacarose,
5% como lactose e 5% como glicose e outros monossacaridios. O amido ¢ digerido no trato digestorio até glicose, o agticar
que serd afinal absorvido e distribuido para os tecidos. A digestdo de sacarose e lactose origina, além de glicose, frutose e
galactose. A parte inicial da oxidagdo da glicose esta descrita nas se¢des seguintes; o metabolismo dos outros aguicares
encontra-se na Secao 13.3.

A oxidacao de glicose a piruvato permite obter ATP; a oxidacao do piruvato a C0, aumenta muito a producao de ATP

A oxidagdo total da glicose € um processo exergonico, que libera uma quantidade de energia equivalente a 2.870 kJ -
mol~'. Nas células, esta transformagio ¢ estritamente acoplada a sintese de ATP a partir de ADP e P, um processo
endergdnico (AG” =+31 kJ - mol ). A glicose constitui, entdo, uma fonte de energia livre, que pode ser conservada como
ATP, a principal forma de energia utilizavel pelos seres vivos.

A oxidagdo anaerobia de glicose a piruvato rende apenas uma pequena parcela — menos de 10% — do total de ATP
obtido pela oxidagdo aerdbia de glicose. Ainda assim, os organismos e as células anaerobios conseguem suprir, com este
processo, toda a sua demanda energética. Nas células aerdbias, o piruvato pode ser totalmente oxidado, trazendo um
enorme ganho na formacao de ATP.

Um esquema geral da oxidagdo completa de glicose, até CO,, estd mostrado na Figura 9.1. A etapa inicial, que se
processa no citosol, consiste na conversdao de uma molécula de glicose (C¢) a duas moléculas de piruvato (2 C;) por meio
de uma sequéncia de reagdes denominada glicolise, uma via metabolica encontrada em praticamente todos os seres vivos.
Seus produtos sdo, além das duas moléculas de piruvato, ATP e protons e elétrons (H + €7), que sdo recebidos por
coenzimas.

A posterior oxidag¢do do piruvato é feita no interior da mitocdndria, nas células que dispdem desta organela. Na
mitocondria, o piruvato sofre uma descarboxilagdo, transformando-se em um composto com dois carbonos (C,). Este
combina-se com um composto de quatro carbonos (C,4), formando um composto de seis carbonos (Cs4). Por meio de uma
sequéncia ciclica de reagdes (ciclo de Krebs), C4 perde dois carbonos sob a forma de CO, e regenera C,.

A oxidagdo do piruvato a CO, é acompanhada da produgdo de grande quantidade de protons e elétrons (H™ + ¢),
sempre recebidos por coenzimas. Da oxidagdo destas coenzimas pelo oxigénio na cadeia respiratoria (Secoes 11.1 e 11.2),
deriva-se a grande producao de ATP conseguida pela oxidagdo do piruvato e que perfaz cerca de 90% do total obtido com
a oxidagdo completa da glicose.
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Figura 9.1 Esquema da oxidagdo completa da glicose. No citosol, a glicose ¢ oxidada a duas moléculas de piruvato que, na
mitocondria, sdo oxidadas a CO,. CO, e os outros produtos da oxidagdo da glicose estdo destacados em vermelho. Os protons e
elétrons (H' + e7) sdo incorporados por coenzimas.

As coenzimas que recebem os (H* + e) produzidos na oxidacao da glicose sao NAD* e FAD

Nas trés etapas da oxidagdo da glicose — glicolise, descarboxila¢do do piruvato e ciclo de Krebs — os (H" +¢7) sdo
produzidos em reagdes catalisadas por desidrogenases. Algumas desidrogenases utilizam como coenzima a nicotinamida
adenina dinucleotidio (NAD"), € outras, a flavina adenina dinucleotidio (FAD) (Figura 9.2), derivadas, respectivamente,
das vitaminas nicotinamida (B;) e riboflavina (B,). FAD, diferentemente de NAD", liga-se covalentemente a molécula
proteica, consistindo em um grupo prostético. As proteinas que contém coenzimas provenientes de riboflavina (FAD ou
FMN — Secdo 11.2) sdo designadas flavoproteinas.

Nas reagdes com participagdo de NAD”, ha transferéncia de dois elétrons e um proton do substrato para o NAD", que
se reduz a NADH; o outro proton € liberado no meio. J4 o FAD recebe dois elétrons e dois protons, reduzindo-se a FADH,
(Figura 9.3).
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Figura 9.2 Estrutura das formas oxidadas da nicotinamida adenina dinucleotidio (NAD™) e da flavina adenina dinucleotidio (FAD).
Cada nucleotidio ¢ formado por uma base nitrogenada ciclica (nicotinamida, flavina ou adenina), uma ribose (ou o polidlcool ribitol) e
um grupo fosfato. As vitaminas componentes das coenzimas estdo destacadas em vermelho.

Riboflavina

Figura 9.3 Modelos de reagdes de oxidagdo-redugdo catalisadas por desidrogenases que €m NAD* e FAD como coenzimas. O
substrato reduzido (SH,) € oxidado, perdendo dois 4tomos de hidrogénio, e as coenzimas convertem-se as suas formas reduzidas. O

NAD™ recebe dois elétrons e um proton, ficando o segundo préton no meio; o FAD recebe os dois dtomos de hidrogénio. Estdo



representadas apenas as partes reativas do NAD™ e FAD, o restante das moléculas sendo simbolizado por R.

9.2 Glicolise: oxidacao de glicose a piruvato

A glicolise pode ser dividida em etapas correspondentes a seus eventos fundamentais (Figura 9.4):

I. Dupla fosforilagdo da glicose, a custa de 2 ATP, originando uma outra hexose, a frutose, com dois grupos fosfato.
II. Clivagem da frutose, produzindo duas trioses fosforiladas, que sdo interconvertiveis.
II. Oxidagdo e nova fosforilagdo das trioses fosfato, desta vez por fosfato inorgénico (P;), formando duas moléculas de
um intermediario bifosforilado.
IV. Transferéncia dos grupos fosfato deste intermediério para 4 ADP, formando 4 ATP e 2 piruvato.

As quatro etapas sdo cumpridas em 10 reagdes sequenciais que compdem a glicolise (Figura 9.5).

Etapa |. A primeira reagdo da glicolise ¢ a conversdo de glicose a glicose 6-fosfato. A glicose 6-fosfato, ao contrario da
glicose, ¢ incapaz de atravessar a membrana plasmatica, o que garante a sua permanéncia dentro das células. A fosforilagdo
da glicose a partir de glicose e fosfato inorganico ¢ uma reacdo inviavel, por ter AG” positivo (Capitulo 4). Por isto, os
organismos utilizam outra reac¢do, que tem AG® negativo, e na qual o ATP ¢ o doador de grupo fosfato. Esta reacdo ¢
irreversivel e catalisada por hexoquinases. As hexoquinases compdem uma familia de enzimas ubiquas, que atuam sobre
diversas hexoses. Nos tecidos de vertebrados, sdo encontradas quatro isoenzimas de hexoquinases, denominadas [ a IV, que
diferem por suas propriedades cataliticas, reguladoras, pela distribui¢do tecidual e localizagdo intracelular. A hexoquinase
IV ¢ a isoenzima predominante em hepatdcitos e células f do pancreas; ¢ comumente chamada de glicoquinase, embora
nao seja especifica para glicose, podendo atuar com menor afinidade sobre outras hexoses.

Segue-se a isomerizagao da glicose 6-fosfato a frutose 6-fosfato, por agdo da fosfoglicoisomerase, e nova fosforilagao,
analoga a anterior, também utilizando ATP e também irreversivel, catalisada pela fosfofrutoquinase 1 (6-fosfofruto-1-
quinase). Forma-se, entdo, uma hexose com dois grupos fosfato: a frutose 1,6-bisfosfato’.

Etapa Il. A frutose 1,6-bisfosfato é clivada em duas trioses isomeras, di-hidroxiacetona fosfato e gliceraldeido 3-fosfato,
por agdo da aldolase. O gliceraldeido 3-fosfato é o substrato da proxima enzima da via glicolitica, mas as duas trioses
fosforiladas sdo interconvertidas por a¢do da triose fosfato isomerase. A conversdo de di-hidroxiacetona fosfato em
gliceraldeido 3-fosfato possibilita que uma molécula de glicose (Cy) seja convertida em duas moléculas de gliceraldeido
3-fosfato (2 x Cy). Da reagdo da triose fosfato isomerase em diante, a via tem todos os seus intermedidrios duplicados e

todos os carbonos da glicose sdo convertidos em piruvato.

Figura 9.4 Etapas fundamentais da glicélise. O simbolo ® representa o grupo PO;* -, C4 indica hexose e C;, triose. P; = fosfato
inorganico (HPO,>~ a pH 7,4).
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Figura 9.5 Via glicolitica. Deve-se notar que a di-hidroxiacetona fosfato converte-se a gliceraldeido 3-fosfato, que prossegue a via
glicolitica (seta verde tracejada). A partir de uma molécula de glicose formam-se duas moléculas de gliceraldeido 3-fosfato, que

originam 2 NADH, 4 ATP e 2 piruvato. As setas vermelhas indicam reagdes irreversiveis.

A clivagem de frutose 1,6-bisfosfato e a isomerizacdo de di-hidroxiacetona fosfato em gliceraldeido 3-fosfato sdo




reagdes com AGY positivo. Isto significa que, nos respectivos equilibrios, predominam frutose 1,6-bisfosfato e di-
hidroxiacetona fosfato, respectivamente. Apesar disto, as duas reacdes processam-se no sentido da formagdo de
gliceraldeido 3-fosfato, porque a retirada continua deste composto pelas reagdes subsequentes torna negativo o sinal de
AG' das duas reagdes com AG® positivo.

Etapa Ill. As duas moléculas de gliceraldeido 3-fosfato obtidas por fosforilagdo a custa de 2 ATP sdo oxidadas e
novamente fosforiladas, agora por fosfato inorganico, formando duas moléculas de 1,3-bisfosfoglicerato. Este composto ¢
um anidrido misto de um acido carboxilico e o acido fosforico, um anidrido carboxilico-fosforico, que ¢ um composto rico
em energia (Tabela 4.4, Secdo 4.1). Trata-se de uma reagdo de oxidagdo-redugdo/fosforilagdo complexa, catalisada pela
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase. Para facilitar a compreensdo, a reagdo pode ser desmembrada em duas reagdes
parciais:

1. oxidagdo do aldeido (gliceraldeido 3-fosfato) a acido carboxilico, com reducdo de NAD'a NADH, que ¢
termodinamicamente favoravel:

2. ligacdo do 4cido carboxilico com o 4cido fosférico (HPO,> a pH 7,4), formando um anidrido carboxilico-
fosforico, que é endergdnica:

Na realidade, as duas reagdes ocorrem acopladas, permitindo que parte da energia livre da reacdo de oxidacdo do
aldeido seja conservada na formagdo do anidrido carboxilico-fosforico. O acoplamento ¢ efetuado por um intermediario
tioéster, rico em energia, resultante da oxida¢do do aldeido, que fica ligado a enzima. O mecanismo de agdo da
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase estd esquematizado na Figura 9.6. O gliceraldeido 3-fosfato reage com o grupo
sulfidrila de um residuo de cisteina do centro ativo da enzima (reacdo 1 na figura), formando-se um tio-hemiacetal?; segue-
se a oxidacdo do tio-hemiacetal € a reducdo de um NAD" ligado 4 enzima, formando o intermediario tioéster (reagdo 2); o
NADH ligado & enzima ¢é trocado por uma molécula livre de NAD" (reagio 3); o intermediario tioéster reage com fosfato
inorganico, formando 1,3-bisfosfoglicerato e regenerando o grupo SH da enzima (reagdo 4). A gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase € inibida por agentes especificos para grupos SH como o iodoacetato (Secdo 5.7).

0
I
|—C—R e
1 |
S—C—R
- A E ;li
O 5 T NAD*

LS
naD* E.
- MADH
3
MADH  NaD®

Figura 9.6 Esquema da conversdo de gliceraldeido 3-fosfato a 1,3-bisfosfoglicerato, catalisada pela gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase. As reagdes 1 a 4 estio descritas no texto. P, = fosfato inorganico (HPO,>~ a pH 7,4); ® = PO;*".

Etapa IV. Compreende dois eventos de fosforilagdo de ADP a ATP por compostos com alto potencial de transferéncia do
grupo fosforila: 1,3-bisfosfoglicerato e fosfoenolpiruvato. No primeiro, na reagdo catalisada pela fosfoglicerato quinase, o



grupo fosfato da ligagdo anidrido carboxilico-fosforico do 1,3-bisfosfoglicerato, uma ligacdo rica em energia, é transferido
ao ADP, produzindo ATP. O segundo evento de sintese de ATP depende da conversdo de uma liga¢do éster fosfato em
uma ligagdo fosfoenol, rica em energia. Esta conversdo inicia-se com a transferéncia intramolecular do grupo éster fosfato
do 3-fosfoglicerato, do carbono 3 para o carbono 2, catalisada pela fosfoglicerato mutase®. O processo envolve a formagdo
intermediaria de um composto bifosforilado, o 2,3-bisfosfoglicerato, originado por doagdo de um grupo fosfato da propria
enzima ao substrato (Figura 9.7). Em seguida, a enolase promove a desidratagdo do 2-fosfoglicerato, originando o
fosfoenolpiruvato. A formacdo deste composto rico em energia possibilita a sintese de ATP na reagdo subsequente,
irreversivel, catalisada pela piruvato quinase.
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Figura 9.7 Esquema da conversdo de 3-fosfoglicerato a 2-fosfoglicerato, com a formag¢do de um intermediario bifosforilado.

Em resumo, na Etapa I ocorrem duas fosforilagdes por ATP e, na Etapa III, duas por fosfato inorganico; na Etapa IV, os
quatro grupos fosfato sdo transferidos para ADP, formando quatro ATP — para cada molécula de glicose convertida a duas
de piruvato pela glicolise, sdo produzidos 4 ATP (2 por triose). Para estabelecer o saldo final de producdo de ATP devem
ser descontados os 2 ATP consumidos inicialmente.

A equagdo geral da glicélise é:

Deve-se lembrar que uma equagdo geral ndo representa uma reacdo quimica; € apenas o somatério das reagcdes que
compdem a via metabdlica, omitindo as reagdes intermediarias do processo. No caso em questdo, se 0s compostos que
aparecem no primeiro membro da equacdo forem adicionados a uma solucdo contendo todas as enzimas da glicolise,
nenhuma reacao ocorrera, ja que, para a primeira reacdo da glicolise, ha necessidade de ATP.

A equagdo geral da glicdlise evidencia que a oxidacgdo da glicose a piruvato e a produgdo de ATP estdo associadas a
reducio de NAD". Como o NAD" existe nas células em concentra¢des limitantes, muito inferiores as dos substratos, o
funcionamento continuo da glicolise depende da reoxidagdo do NADH. Os seres vivos regeneram o NAD" por dois
mecanismos diferentes, segundo a disponibilidade de oxigénio. Em aerobiose, utilizam o oxigénio para oxidar o NADH
(Capitulo 11); em anaerobiose, langam mao, para o mesmo fim, do processo analisado a seguir.

9.2.1 Glicolise anaerdbia: fermentacées

Em anaerobiose, o proprio piruvato produzido pela glicélise (ou um composto dele derivado) serve como aceptor dos
elétrons do NADH, assegurando o provimento de NAD" para a continuidade da via glicolitica. O piruvato &, portanto, o
composto a partir do qual a oxidagdo aerébia e a anaerdbia da glicose divergem.

A glicélise anaerobia é chamada fermentagdo. Existem muitos tipos de fermentagdes que obedecem, entretanto, a um
padrao comum: as reagdes da glicolise, que convertem glicose a piruvato, com produc¢do de NADH, sdo seguidas por uma
segunda etapa, que oxida NADH a NAD". As fermentagdes diferem pelas reagdes que efetuam a regeneragdo do NAD™.
Segundo as enzimas de que a célula dispde, o piruvato pode ser convertido a compostos diferentes, como lactato, etanol,
propionato, butirato etc., que sdo sempre excretados da célula. As fermentacdes sdo designadas segundo o produto final:
fermentagdo ldtica, alcodlica, propionica etc. As fermentacdes sdo processos autossuficientes, porque independem de
outras vias para regenerar a coenzima NAD™ que utilizam.

Na fermentagdo latica, como acontece nas reagdes com participagdo de NAD", o piruvato recebe dois elétrons € um



proton do NADH e um préton do meio, reduzindo-se a lactato:

Este é o processo utilizado por diversos microrganismos e por determinadas células e tecidos de mamiferos: hemaécias,
espermatozoides, medula renal, musculos esqueléticos etc. Quando os musculos esqueléticos realizam contragdo vigorosa
(Secdo 22.5), o oxigénio trazido pela circulagdo torna-se insuficiente para promover a oxidagdo da grande quantidade de
NADH resultante do trabalho muscular ¢ as fibras musculares ficam submetidas a uma anaerobiose relativa. A oxidagdo do
NADH pelo piruvato gera o lactato caracteristicamente produzido por misculos em esforgo intenso, permitindo que, pela
regeneragdo do NAD", a glicolise possa prosseguir, formando ATP.

Nas situacdes de atividade muscular extenuante, costuma-se afirmar, erroneamente, que € produzido dcido ldtico, que
ao dissociar-se, causaria acidose (aumento da quantidade plasmatica de protons) — a reagdo da lactato desidrogenase
forma lactato e ndo 4cido latico e a formacao de lactato consome protons e ndo os produz. A acidose decorre do transporte
conjunto (simporte) de lactato e prétons para o plasma; os protons originam-se da intensa hidrolise de ATP, vigente nessa
situacao (Se¢do 22.4).

Somando a equagdo de conversdo de glicose a piruvato (equagdo 1) a de conversdo de piruvato a lactato (equagdo 2),

obtém-se a equacao geral da fermentacao latica:

Esta equacdo geral, como todas, esconde etapas importantes da transformacao: além da necessidade de ATP para iniciar
a via, fica omitida a participa¢do imprescindivel do NAD", sem a qual a via ndo pode ser levada a cabo.

Em certos organismos, como as leveduras e alguns tipos de bactérias, a regeneragdo do NAD™ ¢ feita pela fermentacdo
alcoolica. Nesta via, o piruvato ¢ descarboxilado, originando acetaldeido, que, servindo como aceptor dos elétrons do
NADH, reduz-se a etanol:

A coenzima da piruvato descarboxilase ¢ a tiamina pirofosfato (TPP), que participa também da descarboxilagdo
oxidativa do piruvato (Se¢do 9.2).
A equacdo geral da fermentacao alcodlica é:

0 rendimento da glicélise anaerdbia é de 2 mols de ATP por mol de glicose

As fermentacdes latica e alcoolica resultam na producdo liquida de 2 ATP, como mostram as equacdes 3 ¢ 4. O
rendimento da oxidagdo anaerdbia da glicose ¢ muito menor do que aquele da sua oxidacao aerébia: 2 mols versus 38
mols de ATP por mol de glicose. A despeito disto, grande niimero de microrganismos ¢ também células de eucariotos sao



capazes de sobreviver a custa da glicolise anaerdbia.

O requerimento de ADP e P; para a sintese de ATP faz antecipar um aspecto da regulagdo da glicolise em células de
mamiferos. Tendo em vista que as quantidades celulares de ADP sdo restritas, a continuidade da via fica atrelada a
utilizacdo de ATP por processos que requerem energia e originam ADP e P;.

A glicolise, como praticamente todas as vias metabdlicas, € estritamente regulada, por intermédio do controle da
atividade e da sintese de algumas de suas enzimas.

A descricao completa da regulacdo da glicolise encontra-se na Secdo 20.2.

9.3 Conversao de piruvato a acetil-CoA

Em condicdes aerdbias, o primeiro passo para a oxidagao total do piruvato ¢ a sua conversdo a acetil-CoA. Nas células
eucarioticas, o piruvato € transportado do citosol para a mitocondria (Secdo 11.10), onde é transformado em acetil-CoA,
conectando a glicdlise e o ciclo de Krebs (Figura 9.1). O piruvato deixa de ser o aceptor dos elétrons do NADH produzido
pela glicolise e esta coenzima ¢ oxidada pelo oxigénio, o aceptor final de elétrons no metabolismo aerdbio, por um
processo indireto (Secao 11.9).

O piruvato origina acetil-CoA, por descarboxilacdo oxidativa, de acordo com a equagdo geral:

O processo ¢ irreversivel e consiste na transferéncia do grupo acetila, proveniente da descarboxilagdo do piruvato, para
a coenzima A (Figura 9.8). Esta coenzima tem justamente a fun¢ao de carregadora de grupos acila, aos quais se liga por seu
grupo sulfidrila terminal, estabelecendo uma ligagdo tioéster rica em energia (Tabela 4.3, Secdo 4.1). A oxidagdo de
piruvato a acetil-CoA é um exemplo notavel da utilizagdo de vitaminas no metabolismo. Esta unica transformagdo néo
pode ser realizada sem o concurso de quatro vitaminas.
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Figura 9.8 Estrutura das coenzimas (exceto NAD' e FAD) que participam da oxidagdo de piruvato a acetil-CoA e dos seus
derivados formados nesta reagao.

A reacdo de formagdo de acetil-CoA a partir de piruvato ocorre em etapas sequenciais, catalisadas por um sistema
multienzimatico, chamado complexo piruvato desidrogenase. O complexo contém trés enzimas diferentes —piruvato
desidrogenase, di-hidrolipoil transacetilase e di-hidrolipoil desidrogenase — e cinco cofatores — tiamina pirofosfato
(TPP), acido lipoico, coenzima A (CoA), flavina adenina dinucleotidio (FAD) e nicotinamida adenina dinucleotidio
(NAD") (Figura 9.8). Dos cinco cofatores, quatro — TPP, CoA, FAD e NAD" — sio derivados de vitaminas: tiamina (B,),
acido pantoténico (Bs), riboflavina (B,) e nicotinamida (B;), respectivamente. O 4cido lipoico ¢ um acido graxo saturado
de oito carbonos, com dois grupos sulfidrila (— SH) que se oxidam reversivelmente, formando uma liga¢do dissulfeto (— S —
S —-); o acido lipoico esta covalentemente ligado a extensa cadeia lateral de um residuo de lisina da di-hidrolipoil
transacetilase, o que resulta em um brago longo e flexivel, gracas ao qual € capaz de interagir com os locais ativos das duas
outras enzimas do complexo, funcionando como um transferidor do grupo acetila.

A primeira etapa (Figura 9.9) é a descarboxilagao do piruvato e a ligacdo do grupo hidroxietila ao TPP, catalisada pela
piruvato desidrogenase. Esta mesma enzima ¢ responsavel pela oxidagao do grupo hidroxietila a acetila e sua transferéncia
a forma oxidada (forma dissulfeto) do acido lipoico, que se reduz a acido acetil-lipoico. A proxima enzima do complexo, a
di-hidrolipoil transacetilase, transfere o grupo acetila para a coenzima A, formando acetil-CoA e a forma dissulfidrila do
acido lipoico. Esta forma reduzida do acido lipoico é oxidada pela terceira enzima, a di-hidrolipoil desidrogenase, uma
flavoproteina contendo FAD, que recebe os protons e elétrons e os transfere finalmente para 0 NAD", que incorpora um
proton e dois elétrons. O NADH formado € oxidado na cadeia de transporte de elétrons (Secao 11.2).

Uma s particula do complexo piruvato desidrogenase é maior do que um ribossomo e consiste na unido, por ligagdes
ndo covalentes, de dezenas de moléculas de cada uma das trés enzimas componentes do complexo. A associacdo das
enzimas permite que essa reagdo complexa ocorra rdpida e coordenadamente. Fazem parte ainda da particula varias
moléculas de enzimas reguladoras.



A regulacdo da atividade do complexo piruvato desidrogenase estd descrita na Secdo 20.4.
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enzimas: piruvato desidrogenase (TPP), di-hidrolipoil transacetilase (acido lipoico) e di-hidrolipoil desidrogenase (FAD).
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'A denominacio bisfosfato é empregada quando dois fosfatos estio ligados a locais diferentes de uma molécula, como na frutose 1,6-
bisfosfato. Se os dois fosfatos estdo unidos por ligagdo anidrido fosforico, trata-se de um difosfato, como no ADP (adenosina difosfato).
?Alcoois podem reagir com o grupo carbonila de aldeidos formando hemiacetais; no caso de um tioalcool (grupo SH da gliceraldeido 3-
fosfato desidrogenase), origina-se um tio-hemiacetal.

*Mutases sdo um tipo particular de isomerases, que catalisam a transferéncia de um grupo fosfato de uma posicdio para outra, na mesma
molécula.



O piruvato formado a partir de glicose no citosol origina o grupo acetila presente na acetil-CoA mitocondrial (Secao
9.2). Além da glicose, varios aminoacidos, ao serem degradados, produzem piruvato e, portanto, acetil-CoA. Outros
aminoacidos e os acidos graxos produzem acetil-CoA sem a formagdo intermediaria de piruvato (Figura 8.3). A acetil-CoA
constitui, portanto, o ponto de convergéncia do metabolismo degradativo de carboidratos, aminoacidos e acidos graxos e
também de etanol. Completando o catabolismo destes compostos, a acetil-CoA, na mitocondria, é totalmente oxidada a
CO, pelo ciclo de Krebs, com a concomitante produgdo de coenzimas reduzidas. Paralelamente a esta oxidagdo, o ciclo de
Krebs produz compostos utilizados como precursores para biossinteses.

10.1  Reagoes do ciclo de Krebs

O ciclo de Krebs ou ciclo do acido citrico ou ciclo dos acidos tricarboxilicos (Figura 10.1) inicia-se com a
condensagio de acetil-CoA e oxaloacetato, formando citrato, uma reagdo catalisada pela citrato sintase'. O citrato é
isomerizado a isocitrato, com a formagdo de um intermediario, o cis-aconitato, por a¢do da aconitase. A aconitase, nos
mamiferos, ocorre como duas isoenzimas, uma mitocondrial, que participa do ciclo de Krebs, e outra citoplasmatica. O
centro ativo das aconitases inclui um centro ferro-enxofre (Secdo 11.2), essencial para a catalise. Quando ha baixa
disponibilidade de ferro, a isoenzima citoplasmatica perde o centro ferro-enxofie e a atividade de aconitase: a apoproteina
resultante exibe uma fun¢do diferente, a capacidade de ligar-se a RNA, regulando a sintese de proteinas envolvidas no
metabolismo do ferro. A aconitase ¢ um exemplo cldssico de contradi¢do do dogma: um gene — uma proteina — uma
fungdo.

A isocitrato desidrogenase promove a oxidagdo de isocitrato a a-cetoglutarato, com redugdo de NAD™ e liberagdo de
CO.. No citosol e nas mitocondrias das células de eucariotos, existem isoenzimas da isocitrato desidrogenase que utilizam
NADP* como coenzima e cuja fungdo seria realmente produzir NADPH, um importante agente redutor utilizado em
processos celulares antioxidantes (Se¢do 12.3) e em sinteses redutoras (Secao 16.5).

O a-cetoglutarato é transformado em succinil-CoA, gragas a atuagdo do complexo a-cetoglutarato desidrogenase,
semelhante ao complexo piruvato desidrogenase quanto a estrutura e ao mecanismo de reacdo. Trata-se, em ambos o0s
casos, da descarboxilacdo oxidativa de um a-cetoacido (piruvato ou a-cetoglutarato) e ligacdo do grupo remanescente
(acetila ou succinila) a coenzima A, formando um tioéster (rico em energia), com participagdo de TPP, acido lipoico, FAD e
NAD, que é reduzido a NADH.

A seguir, succinil-CoA ¢ convertida a succinato, acoplada a sintese de outro composto rico em energia, um nucleosidio
trifosfato (NTP) a partir de um nucleosidio difosfato (NDP) e P;; a reacdo ¢ catalisada pela succinil-CoA sintetase (ou
succinato-CoA ligase). Existem varias isoenzimas da succinil-CoA sintetase que diferem quanto aos organismos onde sido
expressas e quanto a especificidade para os nucleotidios sobre os quais atuam: permitem a formagdo de ATP a partir de
ADP e P; ou de GTP (guanosina trifosfato — Figura 10.2) a partir de GDP (guanosina difosfato) ¢ P;. A succinil-CoA
sintetase encontrada em plantas origina ATP; nas bactérias, dependendo da espécie considerada, pode-se formar ATP ou
GTP, ou ambos; em mamiferos, incluindo os seres humanos, as duas isoenzimas sdo expressas e as suas quantidades
relativas variam segundo o tecido. O GTP pode ser utilizado em reacdes dele dependentes (Secao 14.2), ou pode transferir
um grupo fosfato ao ADP, produzindo ATP, por acdo da nucleosidio difosfato quinase:

GTP + ADP = GDP + ATP

A proxima reacdo ¢é catalisada pela inica enzima do ciclo de Krebs que é parte integrante da membrana interna da
mitocondria; as demais estdo em forma solivel na matriz mitocondrial. Trata-se de uma flavoproteina, a succinato
desidrogenase, também denominada succinato-ubiquinona oxidagdo-redu¢do ou Complexo Il da cadeia respiratoria
(Secao 11.2).
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Figura 10.2 O GTP difere do ATP por conter guanina como base nitrogenada.



Na primeira etapa da reacdo, o succinato ¢ oxidado a fumarato e o FAD ¢ reduzido a FADH,. FAD, diferentemente de
NAD", liga-se covalentemente a enzima, consistindo em um grupo prostético. A Figura 10.1 mostra, como recurso
didatico, o FADH, liberado na reagéo, sendo que ele ndo se dissocia da succinato desidrogenase. Os elétrons e protons do
FADH, sdo transferidos para a ubiquinona ou coenzima Q (CoQ), este sim, um composto que se difunde livremente na
bicamada lipidica da membrana interna da mitocondria. A representagdo exata da reacdo da succinato desidrogenase ¢é:

Succinato + CoQ — Fumarato + CoQH,

Ainda assim, considera-se FADH, como um produto do ciclo de Krebs, e de outras vias metabolicas que incluem
flavoproteinas, para viabilizar o computo da quantidade de ATP sintetizado a partir de coenzimas reduzidas (Segoes 11.8 e
16.2.1).

O fumarato ¢ hidratado a malato pela fumarase. A malato desidrogenase oxida o malato a oxaloacetato, reduzindo
NAD" e fechando o ciclo. Como o oxaloacetato é sempre regenerado ao final de cada volta, o ciclo de Krebs pode oxidar
acetil-CoA continuamente, sem gasto efetivo de oxaloacetato. Em paralelo a esta oxidagdo sdo reduzidos 3 NAD" e 1
FAD.

Observa-se, pela descrigdo das reagdes que o compdem, que o ciclo de Krebs ¢ uma via eminentemente oxidativa para
a acetil-CoA: os atomos de carbono do seu grupo acetila sdo estequiometricamente convertidos a CO,. Esta oxidagdo tem
consequéncias fundamentais para o metabolismo de mamiferos. Como a degradacdo de acidos graxos gera unicamente
acetil-CoA, que é completamente oxidada no ciclo de Krebs, os 4cidos graxos sdo convertidos totalmente a CO,. Em razdo
desta conversdo, os acidos graxos ndo podem gerar glicose (Se¢ao 10.3).

A maioria das reagdes do ciclo de Krebs ¢ reversivel, mas o sentido do ciclo é determinado pela irreversibilidade das
reagOes catalisadas pela citrato sintase e pela a-cetoglutarato desidrogenase (setas coloridas na Figura 10.1). Esta ultima
reagdo mantém baixas as concentragdes de a-cetoglutarato e, indiretamente, de isocitrato. Assim, apesar de o equilibrio da
reagdo catalisada pela aconitase favorecer acentuadamente a formacgdo de citrato, este composto ndo se acumula na
mitocondria enquanto se processar a oxidagao de isocitrato.

0 ciclo de Krebs depende da cadeia de transporte de elétrons para a reoxidacao de coenzimas

A equagdo geral do ciclo de Krebs é:

Embora produza apenas 1 ATP (ou 1 GTP) por acetil-CoA oxidada, o ciclo de Krebs contribui para a formagao de
grande parte do ATP produzido pela célula, pois a energia da oxidagdo da acetil-CoA ¢é conservada sob a forma de
coenzimas reduzidas e, posteriormente, usada para sintese de ATP. A oxidagdo das coenzimas ¢ obrigatoriamente feita pela
cadeia de transporte de elétrons (Capitulo 11) e, portanto, o ciclo de Krebs, assim como a conversdo de piruvato a acetil-
CoA, s6 pode funcionar em condi¢des aerdbias, ao contrario da glicdlise.

10.2  Funcao anabdlica do ciclo de Krebs

A reducao de coenzimas nao é a unica funcao do ciclo de Krebs

Os compostos intermediarios do ciclo de Krebs podem ser utilizados como precursores em vias biossintéticas:
oxaloacetato e a-cetoglutarato formam aspartato e glutamato, respectivamente; succinil-CoA ¢ precursora do grupo heme
etc. A eventual retirada desses intermediarios pode ser compensada por reacdes que permitem restabelecer o seu nivel.
Entre essas reagdes, chamadas reag¢des anapleroticas (reagdes de preenchimento), a mais importante ¢ a que leva a
formacao de oxaloacetato a partir do piruvato, catalisada pela piruvato carboxilase:



O oxaloacetato, além de ser um intermediario do ciclo de Krebs, participa da gliconeogénese. No capitulo referente a
esta via metabolica (Capitulo 14), a reagdo catalisada pela piruvato carboxilase serd analisada com maiores detalhes.

A degradagdo de varios aminoacidos também produz intermediarios do ciclo de Krebs, constituindo reacdes
anaplerdticas adicionais.

A ativacao da piruvato carboxilase aumenta a velocidade do ciclo de Krebs

No ciclo de Krebs, o oxaloacetato tem um papel até certo ponto catalitico: como ndo ¢ efetivamente consumido pelas
reagdes do ciclo, ja que € reposto pela ultima reacdo, teoricamente com apenas uma molécula de oxaloacetato poder-se-ia
oxidar uma quantidade qualquer de acetil-CoA. Entretanto, a velocidade com que esta oxidagdo ocorreria seria muito
baixa, uma vez que, ap6s a condensagdo de acetil-CoA com oxaloacetato, iniciando o ciclo, novas moléculas de acetil-
CoA s6 poderiam ser introduzidas no ciclo quando, ap6s a ultima reacdo, o oxaloacetato fosse regenerado. Com
quantidades maiores de oxaloacetato disponiveis, a eficiéncia da utilizagao de acetil-CoA pelo ciclo aumentaria. O ajuste
da velocidade de consumo de acetil-CoA pelo ciclo de Krebs a sua concentragdo ¢ feito por interven¢do na reacao
catalisada pela piruvato carboxilase. Esta enzima é fortemente ativada pela propria acetil-CoA. Desta forma, quando, por
exemplo, a glicolise € intensa e grande quantidade de piruvato ¢ transformada em acetil-CoA, o acimulo deste composto
ativa a piruvato carboxilase e a conversio de piruvato em oxaloacetato ¢ favorecida. Com concentragdes
concomitantemente altas de oxaloacetato e acetil-CoA, a reacdo catalisada pela citrato sintase, que da inicio ao ciclo, pode
funcionar a velocidades altas.

A regulacao completa do ciclo de Krebs estd descrita na Segdo 20. 5.

10.3  Ciclo do glioxilato

0 ciclo do glioxilato permite a sintese de glicose a partir de acetil-CoA

Nos vegetais, em leveduras e algumas bactérias, encontra-se uma via alternativa de metabolismo de acetil-CoA,
chamada ciclo do glioxilato (Figura 10.3), que permite a producgdo liquida de intermediarios do ciclo a partir de acetil-
CoA. Esta via conta com a participacdo de enzimas do ciclo de Krebs, além de duas enzimas ausentes de tecidos animais:
a isocitrato liase ¢ a malato sintase. Por agdo da isocitrato liase, o isocitrato é cindido em succinato e glioxilato; o
glioxilato condensa-se com acetil-CoA, produzindo malato, na reag@o catalisada pela malato sintase. Estas duas enzimas
localizam-se, nos vegetais, em organelas chamadas glioxissomos, um tipo especial de peroxissomos (Secao 16.2) que, por
efetuarem também a oxidagdo de acidos graxos, dispdoem de uma fonte de acetil-CoA.

No ciclo de Krebs, isocitrato converte-se em succinato por reagcdes que envolvem a perda de dois carbonos, sob a forma
de CO,. No ciclo do glioxilato, os seis carbonos do isocitrato originam succinato (C,) e glioxilato (C,). O glioxilato reage
com outra molécula de acetil-CoA formando malato, que regenera oxaloacetato. O ciclo do glioxilato consome, portanto,
duas moléculas de acetil-CoA (C, + C ,) e produz uma molécula de succinato (C,4). A equagdo geral do ciclo do glioxilato

é:
2 Acetil-CoA +NAD" +2 H,0 — Succinato +2 HS-CoA + NADH +3 H"

A sintese liquida de succinato viabiliza a conversdo dos carbonos da acetil-CoA a glicose: o succinato, por a¢ao de
enzimas do ciclo de Krebs e da gliconeogénese, produz glicose. Nos vegetais, esta sintese envolve a participagdo de
diferentes compartimentos celulares e, consequentemente, o transporte de compostos através de membranas, mediado por
permeases. No glioxissomo, acetil-CoA condensa-se com oxaloacetato formando citrato, que ¢ isomerizado a isocitrato,
por reacdes idénticas as do ciclo de Krebs; isocitrato ¢ cindido em glioxilato e succinato. O glioxilato reage com acetil-
CoA, originando malato, que regenera oxaloacetato por agdo da malato desidrogenase mitocondrial. O succinato ndo pode
ser utilizado pelo glioxissomo e, na mitocondria, transforma-se em malato, gragas as atuagdes da succinato desidrogenase e



da fumarase do ciclo de Krebs. O malato, por acdo da malato desidrogenase citosolica, origina oxaloacetato, que ¢
convertido em glicose pelas reagdes da gliconeogénese.

O ciclo do glioxilato, dessa forma, permite obter glicose a partir de acetil-CoA, ou seja, de acidos graxos. Esta é uma
impossibilidade metabdlica dos animais, pois ndo sintetizam as enzimas do ciclo do glioxilato e, no ciclo de Krebs, para
cada molécula de acetil-CoA introduzida, sdo liberadas duas moléculas de CO,, ndo havendo, assim, ganho liquido de
carbonos para a formagao de oxaloacetato.

O ciclo do glioxilato ¢ particularmente ativo em sementes oleaginosas em germinagdo, promovendo a transformacao

dos acidos graxos de suas reservas lipidicas em glicose, precursora da celulose. Este ciclo possibilita, ainda, a certas
bactérias, crescerem em meios contendo apenas acidos graxos como fonte de carbonos.
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Figura 10.3 Ciclo do glioxilato. As enzimas isocitrato liase ¢ malato sintase (em vermelho), presentes em plantas ¢ bactérias,
permitem a sintese liquida de succinato a partir de acetil-CoA. O succinato ¢ transportado para a mitocondria, onde origina malato; no
citosol, o malato ¢ convertido a oxaloacetato, que pode originar glicose pela gliconeogénese (setas pontilhadas). Estio omitidas, das
reagdes comuns ao ciclo de Krebs, as coenzimas participantes. G = Glioxissomo; M = Mitocondria; C = Citosol.
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!Sintases sdo enzimas que catalisam reagdes de condensacio sem a participacio de nucleosidios trifosfato (ATP, GTP etc.). Nas reagdes
catalisadas por sintetases, ao contrario, ha participagdo de nucleosidios trifosfato.



13.1  Metabolismo do glicogénio

O glicogénio é um polimero de glicose e constitui uma reserva do agicar em bactérias, fungos e animais. A vantagem
bioldgica de armazenar glicose na forma polimerizada ¢ a redugdo da osmolaridade, resultante do menor nimero de
particulas em solugdo. No ser humano, as principais reservas de glicogénio ocorrem no figado e em musculos esqueléticos
e correspondem, em média, a 100 e 300 g, respectivamente. O glicogénio ¢é sintetizado nesses 6rgdos quando a oferta de
glicose supera a sua utilizagdo, como acontece ap0s as refeigdes.

Ao serem degradadas, as duas reservas de glicogénio atendem necessidades diferentes. A degradagdo do glicogénio
hepatico ¢ responsavel pela manuten¢do da glicemia nos periodos entre as refei¢des, sobretudo durante o jejum noturno. O
figado ndo aproveita o glicogénio que armazena; sempre que a hipoglicemia induz a degradagdo do polimero, a glicose
resultante ¢ exportada e consumida por outros 6rgdos ou tecidos. Nos tecidos aerobios, a glicose ¢ totalmente oxidada a
CO, e H,0; em células anaerdbias como as hemacias, a glicose ¢ degradada a lactato.

Em contraposi¢do, o glicogénio dos musculos esqueléticos prové energia para as proprias fibras musculares e a glicose
resultante de sua degradagdo ndo é exportada. As fibras musculares de contragdo rapida (Secdo 22.5) tém um contetido de
glicogénio maior do que as fibras lentas. Em contra¢do intensa, quando a demanda energética ultrapassa o aporte de
oxigénio, o glicogénio das fibras rapidas é convertido a lactato (Seg¢do 9.1.1), dai serem também chamadas de fibras
glicogenoliticas.

As enzimas que catalisam a sintese e a degradacdo do glicogénio, além de proteinas reguladoras destes processos, estao
intimamente associadas ao polimero, encontrado no citosol na forma de granulos.

A degradacao do glicogénio produz glicose 1-fosfato

A degradagdo do glicogénio, a glicogendlise, consiste na remocgao sucessiva de residuos de glicose, a partir das suas
extremidades ndo redutoras (Se¢do 6.1), por acdo da glicogénio fosforilase, uma enzima que tem piridoxal fosfato, um
derivado da vitamina B4, como grupo prostético. Esta enzima catalisa a fosfordlise da ligagdo o-1,4, liberando um residuo
de glicose como glicose 1-fosfato. A reagdo é semelhante a hidrdlise, com a diferenca de usar fosfato inorganico (HPO ,* a
pH 7,4, representado por P;) no lugar da agua:
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(n residuos de glicose) (rn = 1 residuos de glicose)

A acdo da glicogénio fosforilase prossegue ao longo da cadeia, liberando um a um os residuos de glicose, mas termina
4 residuos antes de uma ramificacdo. A degradagdo pode continuar por acdo de outra enzima, a enzima desramificadora,
que atua como glicosiltransferase, transferindo 3 dos 4 residuos de glicose remanescentes na ramificagdo para uma
extremidade ndo redutora da cadeia de glicogénio, formando uma liga¢ao a-1,4 (Figura 13.1); na sua nova posicao, estes
residuos podem ser liberados por a¢do da glicogénio fosforilase.
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Figura 13.1 Esquema da degradacdo do glicogénio.

O residuo de glicose restante estd ligado a cadeia principal por ligagdo a-1,6; esta ligagdo ¢ hidrolisada pela segunda
atividade da enzima desramificadora, de a-/,6 glicosidase. E interessante que, neste caso, ocorre uma hidrdlise, em lugar
da fosforolise produzida pela glicogénio fosforilase — cerca de 10% dos residuos de glicose do glicogénio sao liberados
como glicose e o restante como glicose 1-fosfato.

A glicose 1-fosfato é convertida pela fosfoglicomutase a glicose 6-fosfato. No miisculo, a glicose 6-fosfato pode ser
degradada pela glicolise anaerdbia, formando lactato, o destino metabolico preponderante nas fibras rapidas, ou pelo
metabolismo oxidativo aerobio (glicolise aerdbia, ciclo de Krebs, cadeia respiratoria), produzindo CO, ¢ H,0, tipico das
fibras lentas.

Como o glicogénio ¢ degradado por fosfordlise, o produto formado ¢ a glicose fosforilada: para originar glicose livre, o
fosfato tem de ser removido. No figado, a glicose 6-fosfato ¢ hidrolisada por acdo da glicose 6-fosfatase, produzindo
glicose (Figura 13.5). A glicose, ao contrario da glicose fosforilada, pode atravessar a membrana plasmatica por meio de
permeases especificas (Seg¢ao 19.6.3). A glicose 6-fosfatase fica inserida na membrana do reticulo endoplasmatico, com o
sitio catalitico voltado para o limen da organela e requer transportadores para o substrato (glicose 6-fosfato) e os produtos
da reagdo (glicose e fosfato inorganico). A deficiéncia de glicose 6-fosfatase causa a doenga hereditaria do metabolismo de
glicogénio tipo I (GSD I, de Glycogen Storage Disease type I) ou doenga de von Gierke (Tabela 13.1), caracterizada
principalmente por hipoglicemia grave no jejum, grande aumento do deposito de glicogénio hepatico, hiperlipidemia etc.
A falta do transportador de glicose 6-fosfato ¢ a causa de uma variante de GSD I, denominada GSD Ib.

A glicose 6-fosfatase ocorre nos rins, além do figado, onde participa também da gliconeogénese (Segdo 14.2).

A degradacdo de glicogénio ¢ um processo rapido e eficiente, gracas a sua propria estrutura e a presenca das enzimas de
degradacdo intimamente associadas aos granulos de glicogénio: o grande numero de ramificacdes da cadeia possibilita a
acdo simultanea de muitas moléculas de fosforilase a partir de cada extremidade ndo redutora. Assim, cerca de 50% das
ramificagdes da cadeia de glicogénio muscular sdo degradadas em poucos segundos. O processo atende a demanda
energética muscular intensa indicada pela liberacdo de adrenalina; no caso da glicogendlisehepatica, ativada por
glucagon, a rapidez do processo corrige o nivel glicémico, evitando a hipoglicemia. A degradacdo do glicogénio
geralmente ndo ¢ completa, restando um nucleo ndo degradado que serve de ponto de partida para a ressintese.

Tabela 13.1 Doencas hereditarias do metabolismo do glicogénio.



Tipo Nome

Enzima deficiente

Consequéncias

Vi

Vil

von Gierke

Pompe'

Cori

Andersen

McArdle

Hers

Tarui

Glicose 6-fosfatase

a-1,4 Glicosidase?

Enzima desramificadora

Enzima ramificadora

Glicogénio fosforilase muscular

Glicogénio fosforilase hepatica

Fosfofrutoquinase 1 muscular e de hemdcias

Actimulo de glicogénio hepético e hepatomegalia; inabilidade de
corrigir a glicemia no jejum

Actimulo generalizado de glicogénio; insuficiéncia cardiorrespiratdria e
morte geralmente antes dos 2 anos de idade na forma infantil

Glicogénio com ramificagdes curtas, resultantes da a¢do da glicogénio
fosforilase; hipoglicemia e hepatomegalia menos severas que no tipo |

Glicogénio com cadeias muito longas ndo ramificadas; geralmente fatal

Actimulo de glicogénio muscular; incapacidade de realizar exercicios
intensos

Semelhantes as do tipo |, mas menos intensas

Semelhantes a do tipo V, além de anemia hemolitica

! Existem trés formas da doenga: infantil (a mais grave), juvenil e adulta.

? Enzima lisossdmica que hidrolisa os segmentos lineares do glicogénio; em individuos normais, constitui uma via secundéria do

metabolismo do glicogénio.
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Para cada unidade de glicose incorporada ao glicogénio ha consumo de 2 ATP

O glicogénio ¢ sintetizado pela glicogenogénese, uma via diferente da via de degradagdo. A sintese consiste na
repetida adi¢do de unidades de glicose as extremidades ndo redutoras de um fragmento de glicogénio. A glicose a ser
incorporada deve estar sob uma forma ativada, ligada a um nucleotidio de uracila, constituindo uridina difosfato glicose
(UDP-Glicose) (Figura 13.2).
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Figura 13.2 Estrutura da uridina difosfato glicose (UDP-G).
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UDP-Glicose ¢ produzido a partir de glicose por uma série de reagdes: (1) fosforilagdo de glicose, com consumo de
ATP, catalisada pela glicoquinase no figado e hexoquinase no musculo; (2) isomerizagdo da glicose 6-fosfato a glicose 1-
fosfato, pela fosfoglicomutase e (3) reagdo deste agticar com UTP formando UDP-Glicose e pirofosfato (HP,0,> ou PP),

O pirofosfato ¢ hidrolisado por acdo da pirofosfatase, produzindo fosfato inorganico (HPO,>~ ou P)):



A formagdo de UDP-Glicose esta detalhada na Figura 13.3:
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Figura 13.3 Reagdo catalisada pela UDP-glicose pirofosforilase.

UDP-Glicose ¢ substrato da glicogénio sintase, a enzima que, efetivamente, catalisa a sintese — ela transfere a unidade
glicosil de UDP-Glicose para uma das extremidades nao redutoras do glicogénio, formando uma ligacdo o-1,4:

O UDP é reconvertido a UTP a custa de ATP, pela nucleosidio difosfato quinase:

A soma das reagdes 1 a 6 ¢é:
Glicose +2 ATP + (Glicogénio)n residuos de glicose + HZO - (Glicogénio)nﬂ residuos de glicose +2 ADP+2 Pi

mostrando um gasto de 2 ATP para cada residuo de glicose incorporado ao glicogénio.

Além da glicogénese, muitos processos biossintéticos contém reagdes reversiveis que produzem PP, incluindo as
sinteses de DNA e RNA. O pirofosfato ¢ sempre hidrolisado pela pirofosfatase, uma enzima muito ativa e amplamente
distribuida pelos tecidos. Esta hidrolise, altamente irreversivel, ¢ um fator importante para impedir a reversibilidade dos
processos que produzem pirofosfato.

A glicogénio sintase catalisa apenas a sintese de ligagdes a-1,4. As ramifica¢des sdo feitas pela enzima ramificadora,
que transfere uma pequena cadeia de 6 ou 7 residuos de glicose da extremidade para uma parte mais interna da molécula,
criando uma ligagdo a-1,6 (Figura 13.4). A sintese prossegue por adi¢do de residuos de glicose as extremidades ndo
redutoras, catalisada pela glicogénio sintase.

A reagdo promovida pela glicogénio sintase prevé a existéncia de uma cadeia de glicogénio ja constituida (primer), a
qual sao agregadas novas unidades de glicose — a enzima néo ¢ capaz de promover a unido das duas primeiras unidades de
glicose para iniciar o polimero. Quando, na degradacdo anterior, ndo houver permanecido um nucleo de glicogénio que dé
suporte para a extensdo da cadeia, faz-se necessaria a atuagdo de outra enzima, a glicogenina, que catalisa duas reagdes.
Ela inicia a sintese com sua autoglicosilacdo, transferindo o primeiro residuo de glicose, derivado de UDP-Glicose, ao
grupo OH da cadeia lateral de um dos seus residuos de tirosina. Em seguida, a glicogenina catalisa a incorporagdo de
novos residuos de glicose, unidos por ligagdes a-1,4 e sempre provenientes de UDP-Glicose, até formar uma pequena
cadeia de 10-20 residuos. Neste momento entra em ag¢do a glicogénio sintase, que prossegue a polimerizagdo, ¢ a
glicogenina desliga-se do polimero em crescimento. A glicogenina é uma enzima com atua¢ao pouco usual: € o substrato,
o catalisador e o produto da reagdo.
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Figura 13.4 Formacao de uma ramificagdo da cadeia de glicogénio.

As vias de degradagdo e sintese do glicogénio hepatico estdo resumidas na Figura 13.5. No musculo, as reagdes que
interconvertem glicogénio e glicose 6-fosfato sdo idénticas as do figado. No entanto, no musculo, a glicose 6-fosfato néo
pode originar glicose, devido a auséncia de glicose 6-fosfatase; além disso, a fosforilagdo da glicose ¢ feita pela
hexoquinase.

A regulacio do metabolismo do glicogénio hepdtico e muscular esta descrita na Segdo 20. 1.
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Figura 13.5 Esquema geral da degradacio e sintese de glicogénio no figado.

Doencas hereditarias do metabolismo do glicogénio

Sdo conhecidas varias moléstias hereditarias cuja causa primaria ¢ a auséncia ou diminui¢do da atividade de uma das
enzimas envolvidas no metabolismo do glicogénio; em 2010, foi descrita uma nova doencga, devida a uma mutagdo no
gene da isoforma muscular da glicogenina. Os portadores destas moléstias geralmente apresentam aumento do depdsito de
glicogénio que, em alguns casos, aparece com estrutura anormal. Nas doencas de acimulo de glicogénio hepatico (GSDs),
a hipoglicemia ¢ o primeiro marcador clinico de comprometimento do figado; nos casos de acimulo de glicogénio nos



musculos esqueléticos, os sintomas sdo fraqueza muscular (hipotonia) e caimbras. A Tabela 13.1 apresenta algumas das
doengas hereditarias do metabolismo do glicogénio, indicando a enzima alterada e os principais sintomas observados nos
portadores dessas anomalias.

13.2  Sintese de amido

O amido ¢ o principal carboidrato de reserva dos vegetais. Geralmente ¢ associado a 6rgdos de armazenamento, como
sementes, raizes e tubérculos (Secdo 6.1), mas sua sintese ocorre também nas folhas da maioria das plantas. Ou seja, o
amido é um produto primario da fotossintese, além da sacarose.

Nas folhas, parte do carbono assimilado pelo ciclo de Calvin (Secdo 15.4) é retida no cloroplasto e estocada como
amido para utilizagdo durante a noite e parte ¢ transportada para o citosol onde origina sacarose. A sacarose ¢ distribuida a
outros tecidos, ndo fotossintéticos, onde pode ser consumida como fonte de energia ou originar polissacaridios de reserva
(amido) ou estruturais (celulose, lignina etc.).

O amido ¢ composto por cadeias lineares de residuos de glicose unidos por ligacdes a-1,4 e cadeias contendo
ramificagdes formadas por ligagdes a-1,6 (Secdo 6.1). A sintese do amido, similar a do glicogénio, envolve a agdo
coordenada da amido sintase, que catalisa a adi¢do de unidades de glicose as extremidades ndo redutoras por ligagdes
a-1,4, e da enzima ramificadora, que promove a formacao das ligagdes a-1,6. A natureza do fragmento iniciador da sintese
(primer) ndo ¢é conhecida. O substrato da amido sintase é a forma ativada da glicose, a adenosina difosfato glicose (ADP-
Glicose), em vez do UDP-Glicose utilizado pela glicogénio sintase. A produ¢do de ADP-Glicose ¢ catalisada pela ADP-
glicose pirofosforilase:

Glicose 1-fosfato + ATP = ADP-Glicose + PP;
A incorporacgdo de glicose ao polimero ¢ catalisada pela amido sintase:
ADP-Glicose + (Amldo)n residuos de glicose - (Amido)nﬂ residuos de glicose +ADP

Nos cloroplastos, a glicose 1-fosfato origina-se por isomeriza¢do da glicose 6-fosfato formada no ciclo de Calvin e
todas as etapas de sua conversdo em amido ocorrem nos cloroplastos (Figura 13.6). Nos tecidos ndo fotossintéticos, de
reserva de amido, como tubérculos, sementes etc., a glicose 1-fosfato é derivada da sacarose, proveniente das folhas. Nesses
tecidos, a sintese de amido a partir de sacarose compreende uma série de etapas, catalisadas por enzimas do citosol e dos
amiloplastos (Figura 13.7).
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Figura 13.6 Nas folhas, o carbono assimilado pelo ciclo de Calvin é utilizado em duas vias de sintese: de amido no cloroplasto e de
sacarose no citosol.
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Figura 13.7 Esquema simplificado da conversdo de sacarose em amido nos 6rgios de armazenamento (tubérculos, sementes etc.).

A via de sintese de amido envolve a participagcdo, além da sintase e da enzima ramificadora, de uma enzima
desramificadora. Sua fungdo seria remover seletivamente ramificacdes muito curtas € numerosas ou incorretamente
posicionadas: a sintese ¢ acompanhada por um processo de correcao.

13.3  Metabolismo de sacarose e lactose

Sacarose e lactose originam, além de glicose, frutose e galactose

A sacarose constitui uma fonte quantitativamente importante de energia na dieta humana. A lactose, o principal
carboidrato do leite, além de ser fundamental nos primeiros meses de vida, também faz parte da dieta dos adultos, por estar
presente nos laticinios. Estes dissacaridios sdo hidrolisados no intestino delgado, por sacarase e lactase, respectivamente
(Figura 13.8). A sacarose produz glicose e frutose; a lactose libera glicose e galactose — os monossacaridios sdo, entdo,
absorvidos. A deficiéncia de lactase em individuos adultos € relativamente comum, resultando em intolerdncia a lactose:
ndo sendo hidrolisada no intestino delgado, a lactose sofre fermentagdo bacteriana, que ocasiona flatuléncia, dor
abdominal e diarreia.

Figura 13.8 Hidrélise de sacarose e lactose.

Frutose e galactose sdo metabolizadas, em sua maior parte no figado, por conversdo a intermediarios da glicolise
(Figura 13.9).



Figura 13.9 Frutose ¢ galactose sdo metabolizadas pela via glicolitica.

No figado, a frutose ¢ convertida a di-hidroxiacetona fosfato e gliceraldeido 3-fosfato, pelas seguintes reagdes:

A soma das trés reagdes mostra a transformagao de frutose em compostos da via glicolitica:

Frutose + 2 ATP — Di-hidroxiacetona fosfato + Gliceraldeido 3-fosfato +2 ADP+2 H*

Em outros tecidos, como adiposo e musculo, que sintetizam hexoquinase, a frutose ¢ convertida a frutose 6-fosfato por
esta enzima, ganhando acesso a glicolise:

Frutose + ATP — Frutose 6-fosfato + ADP+H™

Galactose e glicose sio epimeros' no carbono 4. A transformacdo de uma das hexoses na outra compreende, entretanto,
uma série de reagdes, uma vez que a epimerizagdo so € feita com os agucares ligados a UDP:



O resultado das quatro reagdes ¢ a conversdo de galactose em glicose 6-fosfato, que pode ser consumida pela via
glicolitica:

Galactose + ATP — Glicose 6-fosfato + ADP+H™

A galactosemia resulta do metabolismo anormal da galactose

A deficiéncia hereditaria da galactose I-fosfato uridil transferase provoca uma doenca grave, a galactosemia,
manifestada logo apds o nascimento e que compromete o desenvolvimento fisico e mental. A impossibilidade de converter
galactose em glicose leva a utilizacdo daquele acticar por vias pouco significativas em individuos saudaveis, como a
reducdo a galactitol:
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Galactose Galactose Galactitol
(forma aberta)
O acumulo de galactitol no cristalino, que tem uma aldose redutase muito ativa, leva a catarata. Os efeitos da moléstia
podem ser evitados suprimindo precocemente a lactose da dieta. O diagndstico, que também deve ser precoce, € feito pela
dosagem de galactose 1-fosfato uridil transferase nas hemacias.
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1Epimeros sdoagucares que diferem apenas quanto a configuracio de um 4tomo de carbono.
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QUADRO 15-3 ? (1D][a1 ).\ Mutacoes genéticas que originam formas raras de diabetes (Continuagdo)

sulina. No MODY2, uma mutacéo no gene da hexocinase
IV (glicocinase) afeta o figado e o pancreas, 6rgaos nos
quais esta € a principal isoforma da hexocinase. A glico-
cinase das células 8 pancreaticas funciona como sensor
de glicose. Normalmente, quando a glicose sanguinea
aumenta, aumentam também seus niveis nas células f3,
sendo que, uma vez que a glicocinase tem um K relati-
vamente alto para a glicose, sua atividade aumenta com
a elevacdo dos niveis de glicose no sangue. O metabo-
lismo da glicose-6-fosfato formada nessa reacao eleva o
nivel de ATP nas células B, e isso causa a liberacado de
insulina pelo mecanismo mostrado na Figura 23-27. Em
pessoas sadias, a concentracdo sanguinea de glicose de
~5 mM causa essa liberacdo do hormoénio, mas pessoas
com mutacoes inativantes em ambas as cépias do gene
da glicocinase tém limiares muito altos para a liberacao
da insulina, e em consequéncia apresentam hipergli-
cemia severa desde o nascimento — diabetes neonatal
permanente. Em pessoas com uma cépia mutada e uma
normal, o limiar de glicose para a liberacdo da insulina
se eleva para cerca de 7 mM. Essas pessoas tém niveis

.

de glicose sanguinea ligeiramente acima do normal: elas
geralmente tém hiperglicemia leve e ndo apresentam
outros sintomas. Essa condicdo (MODY2) geralmente é
descoberta por acaso durante andlise rotineira de glicose
sanguinea.

Existem pelo menos outros cinco tipos de MODY,
cada um deles como resultado de mutacdes inativantes
em algum dos fatores de transcricio essenciais para o
desenvolvimento normal e a funcéo das células 8 pan-
credticas. As pessoas com essas mutagdes apresentam
reducdo na producdo de insulina e os defeitos associados
a homeostasia da glicose sanguinea em graus variados.
Em MODY1 e MODY3, os defeitos sdo suficientemente
graves para produzir as complicacoes de longo prazo as-
sociadas com IDDM e NIDDM — problemas cardiovascula-
res, insuficiéncia renal e cegueira. MODY4, 5 e 6 sdo for-
mas menos graves da doenca. Em conjunto, as doencas
MODY representam uma pequena porcentagem de casos
de NIDDM. Pessoas com mutac¢des no proprio gene da
insulina também sdo casos muito raros; elas apresentam
defeitos de gravidade variada na sinalizacdo da insulina.

RESUMO 15.3  Regulacdo coordenada da glicélise e da
gliconeogénese

> A gliconeogénese e a glicolise compartilham sete enzi-
mas que catalisam as reacgoes livremente reversiveis das
vias. Nas outras trés etapas, a reacdo direta e a inversa
sdo catalisadas por enzimas diferentes, e esses sdo 0s
pontos de regulacao das duas vias.

» A hexocinase IV (glicocinase) tem propriedades ciné-
ticas relacionadas com seu papel especial no figado: li-
berar glicose para o sangue quando a glicose sanguinea
estd baixa, além de captar e metabolizar a glicose quan-
do ela estiver alta no sangue.

» A PFK-1 € inibida alostericamente por ATP e citrato. Na
maioria dos tecidos dos mamiferos, incluindo o figado,
a frutose-2,6-bifosfato ¢ um ativador alostérico dessa
enzima.

P> A piruvato-cinase € inibida alostericamente por ATP, e
a isoenzima do figado também € inibida por fosforilacdo
dependente de cAMP.

> A gliconeogénese € regulada no nivel da piruvato-carbo-
xilase (ativada por acetil-CoA) e da FBPase-1 (inibida
por frutose-2,6-bifosfato e AMP).

P Para limitar a alternancia de substrato entre a glicoli-
se e a gliconeogénese, as duas vias estdo sob controle
alostérico reciproco, obtido principalmente pelos efei-
tos opostos da frutose-2,6-bifosfato sobre a PFK-1 e a
FBPase-1.

» O glucagon ou a adrenalina reduzem a [frutose-2,6-bi-
fosfato] pela elevagdo da [cAMP] e promocao da fosfo-
rilagdo da enzima bifuncional PFK-2/FBPase-2. A insu-
lina aumenta a [frutose-2,6-bifosfato] pela ativacdo da

fosfoproteina-fosfatase que desfosforila e assim ativa a
PFK-2.

P A xilulose-5-fosfato, um intermediario da via das pen-
toses-fosfato, ativa a fosfoproteina-fosfatase PP2A, que
desfosforila varias proteinas-alvo, incluindo PFK-2/
FBPase-2, deslocando o equilibrio no sentido da capta-
¢ao de glicose, sintese de glicogénio e sintese de lipi-
deos no figado.

» Os fatores de transcricio ChREBP, CREB, SREBP e
FOXO1 agem no nticleo, na regulacao da expressao de
genes especificos que codificam enzimas das vias glico-
litica e gliconeogénica. A insulina e o glucagon atuam
antagonicamente na ativacdo desses fatores, ligando e
desligando, dessa forma, um grande nimero de genes.

15.4 Metabolismo do glicogénio nos animais

A presente discussao sobre a regulacdo metabdlica, usando
o metabolismo dos carboidratos como principal exemplo,
aborda agora a sintese e a degradacdo do glicogénio. Esta
secdo focaliza as vias metabdlicas; a Se¢ao 15.5 aborda os
mecanismos reguladores.

Nos organismos, desde as bactérias até as plantas e os
vertebrados, o excesso de glicose é convertido em formas
poliméricas de armazenamento — glicogénio nos vertebra-
dos e em muitos microrganismos, amido nas plantas. Nos
vertebrados, o glicogénio é encontrado principalmente no
figado e no musculo esquelético, podendo representar até
10% do peso do figado e 1 a 2% do peso do musculo. Se
toda essa glicose fosse dissolvida no citosol de um hepatdci-
to, sua concentracao seria de cerca de 0,4 M, suficiente para
influenciar nas propriedades osmoticas da célula. Quando
armazenada na forma de um grande polimero (glicogénio),



FIGURA15-26 Granulos de glicogénio em um hepatdcito. O glicogé-
nio, a forma de armazenamento de carboidratos, aparece como particulas
eletrodensas, geralmente na forma de agregados ou rosetas. Nos hepato-
citos, o glicogénio esta intimamente associado com os tubulos do reticu-
lo endoplasmaético liso. Muitas mitocdndrias também sao evidentes nesta
micrografia.

contudo, a mesma massa de glicose tem uma concentragdo
de apenas 0,01 uM. O glicogénio é armazenado em grandes
granulos citosolicos. A particula basica do glicogénio, a par-
ticula B, tem um didmetro de cerca de 21 nm e consiste em
55.000 residuos de glicose com cerca de 2.000 extremidades
nao redutoras. De 20 a 40 dessas particulas se agrupam para
formar as rosetas «, facilmente visiveis ao microscopio em
amostras de tecidos de animais bem alimentados (Figura
15-26), mas que desaparecem apos um jejum de 24 horas.
O glicogénio do musculo fornece uma fonte de ener-
gia rdpida para o metabolismo aerdbio e anaerobio. O gli-
cogénio muscular pode ser gasto em menos de uma hora
durante atividade intensa. O glicogénio hepatico serve
como um reservatorio de glicose para os outros tecidos
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quando nao ha glicose disponivel (entre as refeicoes ou
no jejum); isto € especialmente importante para os neuro-
nios do cérebro, que ndo podem usar acidos graxos como
combustivel. O glicogénio do figado pode ser exaurido de
12 a 24 horas. Nos humanos, a quantidade total de energia
armazenada na forma de glicogénio € muito menor do que
a quantidade armazenada como gordura (triacilglicerol)
(ver Tabela 23-5), mas as gorduras, nos mamiferos, ndo
podem ser convertidas em glicose e ndo podem ser meta-
bolizadas anaerobiamente.

Os granulos de glicogénio sao agregados complexos de
glicogénio mais as enzimas que os sintetizam e os degradam,
assim como a maquinaria de regulacao dessas enzimas. Os
mecanismos gerais de armazenamento e mobilizacdo do
glicogénio sdo os mesmos no musculo e no figado, mas as
enzimas diferem em aspectos sutis, mas importantes, que
refletem os papéis diferentes do glicogénio nesses dois teci-
dos. O glicogénio também ¢ obtido da dieta e degradado no
intestino, e isso envolve um conjunto separado de enzimas
hidroliticas que convertem glicogénio em glicose livre. (O
amido da dieta € hidrolisado de forma semelhante.) A pre-
sente discussdo se inicia com a degradacido do glicogénio
em glicose-1-fosfato (glicogendlise) e em seguida aborda
a sua sintese (glicogénese).

A degradacao do glicogénio é catalisada pela
glicogénio-fosforilase

No musculo esquelético e no figado, as unidades de glico-
se das ramificacoes externas do glicogénio entram na via
glicolitica pela acdo de trés enzimas: glicogénio-fosforilase,
enzima de desramificacido do glicogénio e fosfoglicomutase.
A glicogénio-fosforilase catalisa a reacdo na qual uma liga-
¢ao glicosidica (a«1—4) entre dois residuos de glicose em
uma extremidade nao redutora do glicogénio é atacada por
um fosfato inorganico (P,), removendo o residuo terminal
na forma de a-D-glicose-1-fosfato (Figura 15-27). Essa

Extremidade nao redutora
6 CH,OH

6 CH,OH
510
4l H
‘NoH H

FIGURA 15-27 Remocao, pela glicogénio-
-fosforilase, de um residuo de glicose da B 2
extremidade nao redutora de uma cadeia de
glicogénio. Este processo é repetitivo; a enzima
remove sucessivos residuos de glicose até que
alcance a quarta unidade de glicose antes de um
ponto de ramificacdo (ver Figura 15-28).

Glicose-1-fosfato

CH,OH CH,OH
(6] (6]
H H H H H H
OH H OH H
O O0—
H OH H OH Cadeia de glicogénio
(glicose),
P %Glicogénio
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CH,OH CH,0OH
(0] O,
B H H H H H H
¢ OH H OH H
O—I”’—O’ HO 0 0—
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Glicogénio com um
residuo de glicose a menos
(glicose),—1
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reacao de fosforolise é diferente da hidrolise das ligacdes
glicosidicas pela amilase durante a degradacdo intestinal
do glicogénio e do amido da dieta. Na fosfordlise, parte da
energia da ligacio glicosidica é preservada pela formacdo
do éster de fosfato, glicose-1-fosfato (ver Secao 14.2).

O piridoxal-fosfato € um cofator essencial na reacao da
glicogénio-fosforilase; seu grupo fosfato atua como catalisa-
dor acido geral, promovendo o ataque pelo P; sobre a liga-
¢ao glicosidica. (Esse papel do piridoxal-fosfato € incomum;
seu papel mais caracteristico é o de cofator no metabolismo
dos aminoacidos; ver Figura 18-6.)

A glicogénio-fosforilase age repetidamente sobre as ex-
tremidades ndo redutoras das ramificacoes do glicogénio
até que alcance um ponto a quatro residuos de glicose de
um ponto de ramificacdo (a1—6) (ver Figura 7-13), onde
interrompe sua acdo. A degradacdo pela glicogénio-fosfo-
rilase continua somente depois que a enzima de desra-
mificacdo, conhecida formalmente como oligo (a1—6) a
(al—4) glican-transferase, catalisa duas reagodes suces-
sivas que removem as ramificagoes (Figura 15-28). Logo
que as ramificacoes sdo removidas e o residuo glicosil na
posicao C-6 € hidrolisado, a atividade da glicogénio-fosfori-
lase pode continuar.

A glicose-1-fosfato pode entrar na glicdlise ou, no
figado, repor a glicose sanguinea

A glicose-1-fosfato, o produto final da reacao da glicogénio-
-fosforilase, é convertida em glicose-6-fosfato pela fosfo-
glicomutase, que catalisa a reagdo reversivel

Glicose-1-fosfato == glicose-6-fosfato

A enzima, inicialmente fosforilada em um residuo de Ser,
doa um grupo fosforil ao C-6 do substrato e aceita um grupo
fosforil do C-1 (Figura 15-29).

A glicose-6-fosfato formada no musculo esquelético a
partir do glicogénio pode entrar na glicolise e serve como
fonte de energia para a contracao muscular. No figado, a de-
gradacdo do glicogénio serve a um proposito diferente: libe-
rar glicose para o sangue quando o nivel de glicose sangui-
nea diminui, como acontece entre as refeicoes. Isso requer

fomo @ 20,p0 T ser Siodtato.
H,COH H,COPOZ-
0
H H
0
HO OPO% .
H HO

Fosfoglicomutase

FIGURA 15-29 A reacdo catalisada pela fosfoglicomutase. A reacdo
comega com a enzima fosforilada em um residuo de Ser. Na etapa @, a en-
zima doa seu grupo fosforil (em azul) para a glicose-1-fosfato, produzindo
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nao redutoras
Ligacao
(ax 1—6)

Glicogénio

Glicogénio-
-fosforilase

QQQQQ&%%%%@Q
OO
Moléculas de
glicose-1-fosfato
Atividade de
transferase da

enzima de
desramificacao
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Atividade de
glicosidase
(a1—6) da
enzima de
desramificacao

<:> Glicose
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Polimero (o 1—4) nao ramificado;
substrato para nova
acao da fosforilase

FIGURA15-28 Degradacao do glicogénio préximo a um ponto de rami-
ficacdo (@1—6). Seguindo-se a remocdo sequencial dos residuos terminais
de glicose pela glicogénio-fosforilase (ver Figura 15-27), os residuos proximos a
uma ramificacao sao removidos por um processo em duas etapas que requer
a enzima de desramificacéo bifuncional. Na primeira, a atividade de transferase
da enzima remove um bloco de trés residuos de glicose da ramificacao para
uma extremidade ndo redutora préxima, a qual é religado por uma ligacédo
(a1—4). O residuo remanescente no ponto de ramificacao, em ligagao (a1—6),
é entdo liberado como glicose livre pela atividade de glicosidase (a1—6) da
enzima de desramificacéo. Os residuos de glicose sdo mostrados na forma con-
densada que omite os grupos —H, —OH e —CH,0OH dos anéis piranosidicos.

Glicose-6-

HO > Ser -fosfato

glicose-1-6-bifosfato. Na etapa @, o grupo fosforil no C-1 da glicose-1-6-bi-
fosfato (em vermelho) é transferido de volta para a enzima, restaurando a
fosfoenzima e produzindo glicose-6-fosfato.
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a presenca da enzima glicose-6-fosfatase no figado e no rim,
mas ndo em outros tecidos. A enzima € uma proteina in-
tegral da membrana do reticulo endoplasmaético, contendo,
preditivamente, nove hélices transmembrana, com seu sitio
ativo no lado lumenal do reticulo. A glicose-6-fosfato for-
mada no citosol é transportada para o limen do reticulo
por um transportador especifico (T1) (Figura 15-30) e
hidrolisada na superficie lumenal pela glicose-6-fosfatase.
Acredita-se que os produtos resultantes, P, e glicose, sejam
transportados de volta para o citosol por dois transportado-
res diferentes (T2 e T3), e a glicose deixa o hepatécito pelo
transportador GLUTZ2 na membrana plasmatica. Observe
que, por ter o sitio ativo da enzima no limen do reticulo,
a célula separa essa reacdo do processo de glicélise que
acontece no citosol e poderia ser abortado pela acio da gli-
cose-6-fosfatase. Defeitos genéticos na glicose-6-fosfatase
ou no T1 levam a perturbag¢oes sérias no metabolismo do
glicogénio, resultando na doenca de depdsito de glicogénio
tipo Ia (Quadro 15-4).

O musculo e o tecido adiposo nao conseguem converter
a glicose-6-fosfato formada pela degradacgao do glicogénio
em glicose, pois nao tém a enzima glicose-6-fosfatase; por
isso, esses tecidos ndo fornecem glicose para o sangue.

0 nucleotideo de agticar UDP-glicose doa glicose paraa
sintese do glicogénio

Muitas das reacdes pelas quais as
hexoses sao transformadas ou poli-
merizadas envolvem nucleotideos
de acticar, compostos nos quais o
carbono andémero do agucar € ativa-
do pela unido a um nucleotideo por
meio de uma ligacao éster de fosfa-
to. Os nucleotideos de agucar sdo
os substratos para a polimerizacao
de monossacarideos em dissacari-
deos, glicogénio, amido, celulose e
polissacarideos extracelulares mais
complexos. Também sao intermedi-
arios-chave na producao das amino-

Luis Leloir, 1906-1987

P,

Transportador

/de glicose (T2)

Glicose ———— Glicose

\Transportador deP;
(T3)
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FIGURA 15-30 Hidrdlise da
glicose-6-fosfato pela gli-
cose 6-fosfatase do reticu-
lo endoplasmatico (RE). O
sitio catalitico da glicose-6-
-fosfatase estd voltado para o
limen do RE. Um transporta-
dor (T1) de glicose-6-fosfato
(G6P) leva o substrato do cito-
sol para o lumen, e os produ-
tos, glicose e P, passam para
o citosol por meio de trans-
portadores especificos (T2 e
T3). A glicose deixa a célula
via transportador GLUT2 da
membrana plasmatica.

___Membrana
plasmatica

Capilar

GLUT2

Concentragao
sanguinea de
glicose aumentada

-hexoses e desoxi-hexoses, encontradas em alguns desses
polissacarideos, e na sintese da vitamina C (4acido L-ascor-
bico). O papel dos nucleotideos de agticar na biossintese do
glicogénio e em muitos outros derivados de carboidratos foi
descoberto em 1953 pelo bioquimico argentino Luis Leloir.

Grupo p-glicosil

CH,OH
(0]
H H H
OH H idi
HO Uridina
(0]
H HO ¢ N
’O—ﬁ—O—I‘J—O’ )\ |
O O—CH, O N
(0)
H H
H H
OH OH
UDP-glicose

(um nucleotideo de actcar)

A adequacdo dos nucleotideos de agticar para as rea-
¢oes biossintéticas tem origem em varias propriedades:

1. Sua formacdo é metabolicamente irreversivel,
contribuindo para a irreversibilidade das vias
biossintéticas em que sdo intermediarios. A con-
densacao de um nucleosideo-trifosfato com uma
hexose-1-fosfato para formar um nucleotideo de
acucar tem uma pequena variacdo de energia li-
vre positiva, mas a reacao libera PP,, que € rapi-
damente hidrolisado pela pirofosfatase inorganica
(Figura 15-31), em uma reacao fortemente exer-
gonica (AG'° = 19,2 kJ/mol). Isso mantém baixa
a concentracao de PP,, garantindo que, na célula,
a variacdo de energia livre real seja vantajosa. De
fato, a remocao rapida do produto, conduzida pela
grande variacdo de energia livre negativa da hi-
drolise de PP, impulsiona a reagdo sintética para
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QUADRO 15-4 (Carl e Gerty Cori: pioneiros no metabolismo e nas doen¢as do armazenamento do glicogénio

Muito do que esta escrito nos livros-texto atuais de bio-
quimica sobre o metabolismo do glicogénio foi descober-
to entre 1925 e 1950 pelo admiravel casal Carl F. Cori e
Gerty T. Cori. Ambos se formaram em medicina na Eu-
ropa no final da I Guerra Mundial (ela completou os es-
tudos pré-médicos e a escola de medicina em um ano!).
Eles deixaram a Europa juntos em 1922 e estabeleceram
laboratoérios de pesquisa nos Estados Unidos, primei-
ro por nove anos em Buffalo, Nova York, onde é hoje o
Roswell Park Memorial Institute, e de 1931 até o final de
suas vidas, na Universidade de Washington, em St. Louis.

Nos seus estudos fisiolégicos iniciais sobre a origem e
o destino do glicogénio no musculo dos animais, os Cori
demonstraram a conversdo do glicogénio em lactato no
tecido, o deslocamento do lactato pelo sangue para o figa-
do, e sua reconversao ai em glicogénio — rota que se tor-

Os Cori no laboratério de Gerty Cori, por volta de 1947.

nou conhecida como o ciclo de Cori (ver Figura 23-19).
Seguindo essas informagoes no nivel bioquimico, o casal
mostrou que o glicogénio era mobilizado em uma reacao
de fosfordlise catalisada pela enzima descoberta por eles,
a glicogénio-fosforilase. Os Cori identificaram o produto
dessa reacao (o “éster de Cori”) como glicose-1-fosfato e
mostraram que esse produto podia ser reincorporado em
glicogénio pela reacio inversa. Embora isso ndo provasse
que essa era a reacdo usada pelas células para sintetizar
glicogénio, foi a primeira demonstracao “in vitro” da sin-
tese de uma macromolécula a partir de subunidades mo-
nomeéricas simples, o que inspirou outros a procurar en-
zimas polimerizadoras. Arthur Kornberg, descobridor da
primeira DNA-polimerase, falou sobre sua experiéncia no
laboratoério dos Cori: “Foi a glicogénio-fosforilase, e nao o
pareamento de bases, que me levou a DNA-polimerase”.
Gerty Cori passou a se interessar por doencas genéticas
humanas nas quais o figado armazenava um excesso de
glicogénio. Ela conseguiu identificar o defeito bioquimico
=5 ) de varias dessas doencgas e mostrou que elas po-
diam ser diagnosticadas por meio de testes das en-
zimas do metabolismo do glicogénio em pequenas amos-
tras de tecidos obtidas por biépsias. A Tabela Q-1 resume
o conhecimento atual sobre 13 doencas genéticas desse
tipo. M

Carl e Gerty compartilharam o Prémio Nobel em Fi-
siologia ou Medicina em 1947 com Bernardo Houssay, da
Argentina, que foi premiado por seus estudos sobre a re-
gulagdo hormonal do metabolismo dos carboidratos. Os
laboratérios Cori em St. Louis se tornaram um centro in-
ternacional de pesquisa bioquimica nas décadas de 1940
e 1950, e pelo menos seis cientistas que estudaram com
os Cori receberam o Nobel: Arthur Kornberg (pela sinte-
se do DNA, 1959), Severo Ochoa (pela sintese do RNA,
1959), Luis Leloir (pelo papel dos nucleotideos de a¢ticar
na sintese dos polissacarideos, 1970), Earl Sutherland
(pela descoberta do cAMP na regulacao do metabolismo
dos carboidratos, 1971), Christian de Duve (pelo fracio-
namento subcelular, 1974) e Edwin Krebs (pela desco-
berta da fosforilase-cinase, 1991).

a frente, estratégia comum nas reacoes biolégicas
de polimerizacao.

2. Embora as transformacdes quimicas dos nucleoti-
deos de agtcar ndo envolvam os dtomos do proprio
nucleotideo, essa parte da molécula tem muitos
grupos que podem interagir covalentemente com
enzimas; a energia livre adicional de ligacdo pode
contribuir de modo significativo para a atividade
catalitica (Capitulo 6; ver também p. 306-307).

3. Assim como o fosfato, o grupo nucleotidil (p. ex.,
UMP ou AMP) é um excelente grupo de facil elimi-

nacao, facilitando o ataque nucleofilico pela ativa-
¢ao do carbono do acicar ao qual esta ligado.

4. Pela “marcacao” de algumas hexoses com grupos
nucleotidil, as células podem deixa-las confinadas
em um reservatorio para uma finalidade (p. ex., sin-
tese de glicogénio), separadas das hexoses-fosfato
destinadas a outra finalidade (como a glicdlise).

A sintese do glicogénio ocorre em quase todos os teci-
dos animais, mas € mais importante no figado e no musculo
esquelético. O ponto de partida para a sintese do glicogénio
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TABELA Q-1 Doengas do armazenamento de glicogénio em humanos

Tipo (nome) Enzima afetada Principal 6rgao afetado Sintomas

Tipo 0 Glicogénio-sintase Figado Glicose sanguinea baixa, corpos
cetdnicos altos, morte prematura

Tipo Ia (von Gierke) Glicose-6-fosfatase Figado Figado aumentado, insuficiéncia
renal

Tipo Ib Glicose-6-fosfato-translocase  Figado Como em Ia; também suscetibili-

microssomal dade alta a infeccoes bacterianas
Tipo Ic Transportador microssomal Figado Como em Ia

Tipo II (Pompe)

Tipo IIIa (Cori ou Forbes)

Tipo IIIb

Tipo IV (Andersen)

Tipo V (McArdle)

Tipo VI (Hers)
Tipo VII (Tarui)

Tipo VIb, VIII ou IX
Tipo XI (Fanconi-Bickel)

de P,

Glicosidase lisossomal

Enzima de desramificacao

Enzima de desramificacao
hepaética (enzima normal no
musculo)

Enzima de ramificacao
Fosforilase do musculo

Fosforilase do figado
PFK-1 do musculo

Fosforilase-cinase

Transportador de glicose
(GLUT2)

Musculo cardiaco e esquelético

Figado, musculo cardiaco e es-
quelético

Figado

Figado, musculo esquelético

Musculo esquelético

Figado

Musculo, eritrécitos

Figado, leucécitos, musculo

Figado

Forma infantil: morte aos 2 anos;
forma juvenil: defeitos muscu-
lares (miopatia); forma adulta:
como na distrofia muscular

Aumento do figado em criancas;
miopatia

Aumento do figado em criancas

Figado e pancreas aumentados,
mioglobina na urina

Caibras induzidas pelo exercicio
e dor; mioglobina na urina

Figado aumentado

Como no tipo V; também anemia
hemolitica

Figado aumentado

Deficiéncia no desenvolvimento,
figado aumentado, raquitismo,
disfuncao renal
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é a glicose-6-fosfato. Como foi visto, esta pode ser derivada
da glicose livre em uma reacao catalisada pelas isoenzimas
hexocinase I e hexocinase II no musculo e hexocinase IV
(glicocinase) no figado:

D-Glicose + ATP — D-glicose-6-fosfato + ADP

No entanto, parte da glicose ingerida faz uma via mais indireta
para o glicogénio. Ela é captada primeiro pelos eritrocitos e
transformada glicoliticamente em lactato, que é captado pelo
figado e convertido em glicose-6-fosfato pela gliconeogénese.

Para iniciar a sintese do glicogénio, a glicose-6-fosfato
é convertida em glicose-1-fosfato na reacdo da fosfoglico-
mutase:

Glicose-6-fosfato == glicose-1-fosfato

O produto desta reacdo é convertido em UDP-glicose
pela acao da UDP-glicose-pirofosforilase, em uma etapa
fundamental da biossintese do glicogénio:

Glicose-1-fosfato + UTP —— UDP-glicose + PP,
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FIGURA15-31 Formacéo de um nucleotideo de agticar. Ocorre
uma reacao de condensagao entre um nucleosideo-trifosfato (NTP) e
um acucar-fosfato. O oxigénio carregado negativamente no agucar-
-fosfato serve como nucledfilo, atacando o fosfato a do nucleosideo-
-trifosfato e deslocando pirofosfato. A hidrolise de PP, pela pirofosfa-
tase inorganica impulsiona a reagao para a frente.

0 mo
Il | I I

0—P—0"+ 0—P—0—P—Q5P—0
B (O o~ (O
Acucar-fosfato NTP
Pirofosforilase
de NTP-agucar

i P

Agicar [~0—P—0—P—0
o o

Pirofosfato (PP;) Nucleotideo de agucar
_ (NDP-agucar)
Pirofosfatase
inorganica
i
2 O—I"—OH
0

Fosfato (P;)

Reacao liquida: agucar-fosfato + NTP —— NDP-agucar + 2P;

Observe que essa enzima € denominada pela reagdo in-
versa; na célula, a reaco ocorre no sentido da formacgdo da
UDP-glicose, porque o pirofosfato é hidrolisado rapidamen-
te pela pirofosfatase inorganica (Figura 15-31).

A UDP-glicose é o doador imediato dos residuos de
glicose na reacao catalisada pela glicogénio-sintase,

6CH,0H
5 0

que promove a transferéncia da glicose da UDP-glicose
para uma extremidade niao redutora de uma molécula ra-
mificada de glicogénio (Figura 15-32). O equilibrio total
da via desde a glicose-6-fosfato até o glicogénio acrescido
de uma unidade de glicose favorece muito a sintese do
polimero.

FIGURA15-32 Sintese do glicogénio. A cadeia do glicogénio é alonga-
da pela glicogénio-sintase. A enzima transfere o residuo de glicose da UDP-

H H -glicose para a extremidade n&o redutora de uma ramificacdo (ver Figura
4 1 7-13) para fazer uma nova ligacao (a1—4).
HO O
H HO
“O—P—O0—P—-0O"
s CH,OH CH,OH
(0] (0]
UDP-glicose T H 0 . H 9
I ‘NOoH H ‘NoH H '
HO _—o0—" o0/
H OH H OH
Extremidade
ndo redutora da
Glicogénio-sintase cadeia do glicogénio
com n residuos
(n>4)
CH,OH CH,OH CH,OH
H 0 H H o H H o H
Extremidade 4 H 1 4 H | 4 H )
ndo redutora OH H N OH H /| N OH H
HO o0/ o/ o—'
H OH H OH H OH

Glicogénio alongado com
n + 1 residuos
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———~

Extremldade a1H4)

nao redutora

Extremidade
nao redutora

nao redutora

FIGURA 15-33  Sintese da ramificacao do glicogénio. A enzima de ra-
mificacao do glicogénio (também chamada de amilo-[1—4]-[1—6]-transgli-

A glicogénio-sintase ndo pode formar as ligagcdes
(a1—6) encontradas nos pontos de ramificacao do glicogé-
nio, as quais sao formadas pela enzima de ramificacao, tam-
bém chamada de amilo (1—4) a (1—6) transglicosila-
se, ou glicosil-(4—6)-transferase. A enzima de ramificacao
do glicogénio catalisa a transferéncia de um fragmento ter-
minal de 6 a 7 residuos de glicose da extremidade nao redu-
tora de uma ramificacido de glicogénio, contendo pelo me-
nos 11 residuos, para o grupo hidroxil C-6 de um residuo de
glicose em uma posi¢do mais interna da mesma ou de outra
cadeia de glicogénio, criando assim uma nova ramificacdo
(Figura 15-33). Residuos adicionais de glicose podem ser
ligados a nova ramificacio pela glicogénio-sintase. O efeito
biolégico da ramificagdo é tornar a molécula mais soluvel
e aumentar o numero de sitios acessiveis a glicogénio-fos-
forilase e a glicogénio-sintase, as quais agem somente nas
extremidades ndo redutoras.

A glicogenina prepara os residuos iniciais de glicose
no glicogénio
A glicogénio-sintase ndo consegue iniciar uma cadeia de

glicogénio “de novo”. Ela necessita de um iniciador, ge-
ralmente uma cadeia poliglicosidica em (a«1—4) ou uma

Tyr1 94 AS p1 62

Mn2+

\

UDP-glicose UDP-glicose

Mn2+

Ve
Asp'e

O Lf'g d o

Tyr1 94

A

glicogénio

Enzima de ramificagdo
do glicogénio

0 (al—>6) Ponto de
ramificagao

glicogénio

cosilase, ou glicosil-[4—6]-transferase) forma um novo ponto de ramificagdo
durante a sintese do glicogénio.

ramificacdo que tenha, pelo menos, oito residuos de glico-
se. Entdo, como se inicia uma nova molécula de glicogé-
nio? A intrigante proteina glicogenina (Figura 15-34)
é a0 mesmo tempo o iniciador, sobre o qual sdo montadas
novas cadeias, e a enzima que catalisa essa montagem. A
primeira etapa na sintese de uma nova molécula de gli-
cogénio € a transferéncia de um residuo de glicose da
UDP-glicose para o grupo hidroxil da Tyr194 da glicogeni-
na, catalisada pela atividade glicosil-transferase intrinseca
da proteina (Figura 15-35). A cadeia nascente se alonga
pela adicdo sequencial de mais sete residuos de glicose,
cada um derivado de uma UDP-glicose; as reacdes sao
catalisadas pela atividade de extensdo de cadeia da glico-
genina. Neste ponto, a glicogénio-sintase age, alongando
ainda mais a cadeia de glicogénio. A glicogenina permane-
ce escondida dentro da particula 8, unida covalentemente
a unica extremidade redutora da molécula de glicogénio
(Figura 15-35b). As consequéncias clinicas de uma mu-
tacdo no gene da glicogenina que suprime essa atividade
de polimerizacdo da proteina incluem fadiga muscular e
fraqueza, deplecdo do glicogénio no figado e batimento
cardiaco irregular (arritmia cardiaca).

RESUMO 15.4  Metabolismo do glicogénio nos animais

P O glicogénio é armazenado no musculo e no figado sob
a forma de grandes particulas. Dentro das particulas es-

FIGURA 15-34  Estrutura da glicogenina. (PDB 1D 1LL2) A glicogenina
muscular (M, 37.000) forma dimeros em solucdo. Os humanos tém uma se-
gunda isoforma no figado, glicogenina-2. O substrato, UDP-glicose, estd liga-
do a uma estrutura de Rossmann préximo da extremidade aminoterminal e
a alguma distancia do residuo de Tyr'**= 15 A da Tyr no mesmo mondmero,
12 A da Tyr no parceiro dimérico. Cada UDP-glicose estd ligada por meio de
seus fosfatos a um ion de Mn’" que é essencial para a catélise. Acredita-se
que o Mn’" atue como aceptor de pares de elétrons (acido de Lewis) para
estabilizar o grupo de facil eliminacao UDP. A ligacéo glicosidica no produto
tem a mesma configuragdo no C-1 da glicose que no substrato UDP-glicose,
sugerindo que a transferéncia da glicose do UDP para a Tyr'® ocorra em
duas etapas. A primeira provavelmente é um ataque nucleofilico pela Asp'®,
formando um intermedidrio temporario com a configuragdo invertida. Um
segundo ataque nucleofilico pela Tyr'™ restabelece a configuraco inicial.
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(a) (b)

CH,0H Cada cadeia
(0) N J— possui 12 a 14
H ¢ H /I—?O (Glicogenina) residuos de glicose
HONOHE H Tyr1%
H HO 0
UDP-glicose I

O [Ribose |- Urac]

Atividade
glicosiltransferase

UDP-glicose

(@]

CH,OH OH H 0@( - > (G ) dlicogenina terceira camada
0 HO -

H "1 H/ s iniciador quarta camada
H HO

camada externa

HO OH H (0] segunda camada (ndo ramificada)
H HO

UDP-glicose I FIGURA15-35 A glicogenina e a estrutura da particula de glicogénio. (a)

70*1“3*0*1‘)*0’ A glicogeni?g catalisa duas reagoes diferentes. O ataque inicial pelo grupo hidro-

- - xilicodaTyr ™ sobre o C-1 da parte glicosil da UDP-glicose resulta em um residuo

0 0 de Tyr glicosilado. O C-1 de outra molécula de UDP-glicose é agora atacado pelo

grupo hidroxilico do C-4 da glicose terminal, e essa sequéncia se repete até for-

Atividade de mar uma molécula nascente de glicogénio com oito residuos de glicose unidos

extensdo de cadeia por ligagdes glicosidicas (a1—4). (b) Estrutura da particula de glicogénio. Inician-

do com uma molécula de glicogenina central, as cadeias de glicogénio (12 a 14

UDP residuos) se distribuem em camadas. As cadeias internas tém, cada uma, duas

ramificagoes (a1—6). As cadeias na camada mais externa ndo séo ramificadas.

Existem 12 camadas em uma particula madura de glicogénio (estdo mostradas

aqui somente cinco), consistindo em cerca de 55.000 residuos de glicose em uma
Repete seis vezes molécula com cerca de 21 nm de didmetro e M, ~1 X 10",

tao as enzimas que metabolizam o glicogénio, bem como P Novas particulas de glicogénio se iniciam com a forma-

as enzimas reguladoras. ¢do autocatalitica de uma ligacio glicosidica entre a gli-

» A glicogénio-fosforilase catalisa a fosforélise nas extremi- cose da UDP—ghcpse e um r'es~1duo de/ Tyr na protema
dades néo redutoras das cadeias do glicogénio, produzin- glicogenina, seguida pela adiao de varios residuos de
do glicose-1-fosfato. A enzima de desramificacdo trans- glicose para formar um iniciador que pode sofrer os efei-
fere as ramificacoes para as cadeias principais e libera o tos da glicogénio-sintase.

residuo da ramificacdo («1—6) como glicose livre.

» A fosfofrutomutase interconverte a glicose-1-fosfato 15.5 Regulagéo coordenada da sintese e da
em glicose-6-fosfato, que pode entrar na glicélise ou ser *

convertida, no figado, em glicose livre pela glicose-6-fos- degradagéo do glicogénio
fatase do reticulo endoplasmatico, sendo liberada para  Conforme foi visto, a mobilizacdo dos estoques de glico-
repor a glicose sanguinea. génio é realizada pela glicogénio-fosforilase, que degrada
» O nucleotideo de actuicar UDP-glicose doa residuos de  glicogénio a glicose-1-fosfato (Figura 15-27). A glicogénio-
glicose para a extremidade ndo redutora do glicogénio  -fosforilase proporciona um caso especialmente esclare-
na reacdo catalisada pela glicogénio-sintase. Uma enzi-  cedor de regulacdo enzimdtica. Esse fol um dos primeiros
ma de ramificacio distinta produz as ligacdes (al—6)  exemplos conhecidos de uma enzima regulada alosterica-
nos pontos de ramificacio. mente e a primeira enzima que se revelou ser controlada



por fosforilacio reversivel. Ela foi também uma das primei-
ras enzimas alostéricas cuja estrutura tridimensional deta-
lhada das formas ativa e inativa foi esclarecida por estudos
de cristalografia por raios X. A glicogénio-fosforilase é tam-
bém outro exemplo de como as isoenzimas desempenham
seu papel tecido-especifico.

A glicogénio-fosforilase tem regulacao alostérica
e hormonal

No final de 1930, Carl e Gerty Cori
(Quadro 15-4) descobriram que a
glicogénio-fosforilase do musculo
esquelético existe em duas formas
interconversiveis: glicogénio-
-fosforilase a, cataliticamente
ativa, e glicogénio-fosforilase
b, menos ativa (Figura 15-36).
Estudos subsequentes feitos por
Earl Sutherland mostraram que a
fosforilase b predomina no muscu-
lo em repouso, mas que durante
uma atividade muscular vigorosa
a adrenalina desencadeia a fosfori-
lacdo de um residuo especifico de
Ser na fosforilase b, convertendo-a em sua forma mais ativa,
fosforilase a. (Observe que a glicogénio-fosforilase com fre-
quéncia é referida simplesmente como fosforilase — muito
respeitada por ter sido a primeira fosforilase a ser desco-

Earl W. Sutherland, Jr,
1915-1974

Cadeia QOH OH Cadeia
lateral | | lateral
de Ser'* CH,, CH, deSer'™
I
Fosforilase b
(menos ativa)
Glucagon
.~ (figado)

2P, 2ATP~ |@&)

Fosforilase-b-cinase

@R adrenalina,
SsAica*1 A AMPY
(musculo)

Fosforilase-a-fosfatase
(PP1)

2H,0 2ADP

FIGURA 15-36 Regulacdo da glicogénio-fosforilase muscular por
modificagdo covalente. Na forma mais ativa da enzima, fosforilase a, os
residuos de Ser', um de cada subunidade, estao fosforilados. A fosforilase a
é convertida em sua forma menos ativa, fosforilase b, por perda enzimética
destes grupos fosforil, catalisada pela fosforilase-a-fosfatase (também conhe-
cida como fosfoproteina-fosfatase 1, PP1). A fosforilase b pode ser reconverti-
da (reativada) em fosforilase a pela acao da fosforilase-b-cinase. (Ver também
a Figura 6-42 sobre a regulagao da glicogénio-fosforilase.)
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berta; o nome reduzido tem persistido no uso generalizado
e na literatura.)

A enzima (fosforilase-b-cinase) responsavel pela ati-
vacado da fosforilase pela transferéncia de um grupo fos-
foril para seu residuo de Ser é, ela prépria, ativada por
adrenalina ou glucagon por uma série de etapas mostra-
das na Figura 15-37. Sutherland descobriu o segundo
mensageiro cAMP, cuja concentragdo aumenta em res-
posta ao estimulo pela adrenalina (no musculo) ou pelo
glucagon (no figado). Concentracoes elevadas de cAMP
iniciam uma cascata enzimatica, na qual um catalisa-
dor ativa um segundo catalisador que ativa mais um ca-
talisador (ver Secao 12.1). Tais cascatas permitem uma
grande amplificacdo do sinal inicial (ver retangulos em
cor-de-rosa na Figura 15-37). O aumento da [cAMP] ativa
a proteina-cinase dependente de cAMP, também chamada
de proteina-cinase A (PKA). Por sua vez, a PKA fosforila
e ativa a fosforilase-b-cinase, que catalisa a fosforilacao
dos residuos de Ser nas duas subunidades idénticas da
glicogénio-fosforilase, ativando-a e estimulando, assim, a
degradacdo do glicogénio. No musculo, isso fornece com-
bustivel para a glicélise sustentar a contracdo muscular
para a resposta de luta ou fuga sinalizada pela adrenalina.
No figado, a degradacdo do glicogénio age contra a baixa
glicose sanguinea sinalizada pelo glucagon, liberando gli-
cose. Essas diferentes fungdes se refletem em diferencas
sutis nos mecanismos reguladores no musculo e no figa-
do. As glicogénio-fosforilases do figado e do musculo sdo
isoenzimas, codificadas por genes diferentes, e diferem
em suas propriedades reguladoras.

No musculo, hd dois mecanismos alostéricos de controle
que se sobrepdem a regulacao da fosforilase por modifica-
¢ao covalente (Figura 15-37). O Ca™", o sinal para a contra-
¢ao muscular, se liga a fosforilase-b-cinase, ativando-a, pro-
movendo a conversdo da fosforilase b para sua forma ativa
a.0Ca*" se liga a subunidade & da fosforilase-b-cinase, uma
calmodulina (ver Figura 12-11). O AMP, que se acumula no
musculo em contragdo vigorosa como resultado da degra-
dacdo do ATP, se liga a fosforilase e a ativa, acelerando a
liberacao da glicose-1-fosfato a partir do glicogénio. Quando
os niveis de ATP estdo adequados, o ATP bloqueia o sitio
alostérico ao qual o AMP se liga, causando a inativacao da
fosforilase.

Quando o musculo retorna ao repouso, uma segunda
enzima, a fosforilase-a-fosfatase, também chamada de
fosfoproteina-fosfatase 1 (PP1), remove os grupos fos-
foril da fosforilase a, convertendo-a em sua forma menos
ativa, a fosforilase b.

A semelhanc¢a da enzima do musculo, a glicogénio-
-fosforilase do figado é regulada hormonalmente (por
fosforilagao/desfosforilacao) e alostericamente. A forma
desfosforilada € totalmente inativa. Quando o nivel de gli-
cose sanguinea esta muito baixo, o glucagon (agindo por
meio do mecanismo de cascata mostrado na Figura 15-
37) ativa a fosforilase-b-cinase, que, por sua vez, converte
a fosforilase b em sua forma ativa a, iniciando a liberac¢do
da glicose para o sangue. Quando o nivel retorna ao nor-
mal, a glicose entra nos hepatécitos e se liga a um sitio
alostérico inibitério na fosforilase a. Essa ligagdo também
produz uma mudanca de conformacao que expoe oS re-
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FIGURA 15-37 Mecanismo de cascata da acao da adre-
nalina e do glucagon. Tanto a adrenalina nos midcitos (a es-
querda) como o glucagon nos hepatécitos (a direita) ligam-se a
receptores especificos de superficie e ativam uma proteina de
ligacéo a GTP, G, (ver Figura 12-4). Esta proteina quando ativa-
da provoca uma elevacao na [CAMP], o que ativa PKA. Isto inicia
uma cascata de fosforilacoes; PKA ativa a fosforilase-b-cinase,
que ativa a glicogénio-fosforilase. Tais cascatas causam uma
grande amplificacdo do sinal inicial; 0s nimeros nos retangu-
los em cor salmdo sdo provavelmente uma subestimativa do
aumento real do nimero de moléculas em cada estagio da cas-
cata. A degradacédo do glicogénio decorrente fornece glicose,
que no midécito pode suprir o ATP (via glicélise) para a contra-
¢ao muscular e no hepatdcito € liberada para o sangue para se
opor a glicose sanguinea baixa.

MAMP]

siduos fosforilados de Ser a PP1, que catalisa a desfos-
forilacdo da fosforilase, causando sua inativacdo (Figura
15-38). O sitio alostérico para a glicose permite a glico-

?
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-fosforilase =~ —— -fosforilase
binativa a ativa

]
I 1.000x moléculas
/
7/

Glicogénio ——> Glicose-1-fosfato
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génio-fosforilase hepéatica atuar como seu préprio sensor
de glicose e responder adequadamente as alteracdes na

glicose sanguinea.
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FIGURA15-38 A glicogénio-fosforilase do figado como sensor de gli-
cose. A ligacdo da glicose a um sitio alostérico da isoenzima da fosforilase
do figado induz uma mudanca conformacional que expde seus residuos de
Ser fosforilados a agéo da fosforilase-fosfatase (PP1). Esta fosfatase converte a

fosforilase a em fosforilase b, reduzindo claramente a atividade de fosforilase
e diminuindo a degradacgao do glicogénio em resposta a alta glicose san-
guinea. A insulina também age indiretamente na estimulacdo da PP1 e na
diminuicao da degradacao do glicogénio.



FIGURA 15-39 Efeitos da GSK3 sobre a atividade da glicogénio-
-sintase. A forma ativa, glicogénio-sintase g, tem trés residuos de Ser pro-
ximos a sua extremidade carboxilica que sao fosforilados pela glicogénio-
-sintase-cinase 3 (GSK3). Isto a converte na sua forma inativa (b). A acao da
GSK3 requer uma fosforilagcao prévia (preparacao) pela caseina-cinase (CKII).
A insulina desencadeia a ativacao da glicogénio-sintase b por bloguear a
atividade da GSK3 (consultar via na Figura 12-16) e ativar uma fosfoprote-
ina-fosfatase (PP1 no musculo, outra fosfatase no figado). No musculo, a
adrenalina ativa a PKA, que fosforila a proteina de associagdo ao glicogénio,
G,, (ver Figura 15-42), em um sitio que causa a dissociagao da PP1 do glico-
génio. A glicose-6-fosfato favorece a desfosforilacdo da glicogénio-sintase
por se ligar a ela e promover uma conformacdo que é um bom substra-
to para a PP1. A glicose também promove a desfosforilacao; a ligacédo da
glicose a glicogénio-fosforilase a forca uma mudanca conformacional que
favorece a desfosforilacdo da glicogénio-fosforilase b, aliviando, assim, a ini-
bicdo da PP1 (ver Figura 15-41).

A glicogénio-sintase também é regulada por
fosforilacao e desfosforilacao

Tal como a glicogénio-fosforilase, a glicogénio-sintase pode
existir nas formas fosforilada e desfosforilada (Figura 15-
39). Sua forma ativa, glicogénio-sintase a, é nao fosfo-
rilada. A fosforilacdo das cadeias laterais hidroxilicas de
varios residuos de Ser de ambas as subunidades converte a
glicogénio-sintase a em glicogénio-sintase b, que € inati-
va na auséncia da glicose, seu ativador alostérico. A glicogé-
nio-sintase é impressionante por sua capacidade de ser fos-
forilada em varios residuos por, pelo menos, 11 diferentes
proteinas-cinases. A cinase reguladora mais importante € a
glicogénio-sintase-cinase 3 (GSK3), que adiciona gru-
pos fosforil a trés residuos de Ser préximos a extremidade
carboxilica da glicogénio-sintase, inativando-a fortemente.
A acdo da GSK3 é hierarquica; ela s6 pode fosforilar a gli-
cogénio-sintase depois que outra proteina-cinase, caseina-

(—
H H
O O

| |

PRINCIPIOS DE BIOQUIMICA DE LEHNINGER 623

Insulina

|
|
|
4

Fosfosserinas
3aDp (X) 3ATP

préximas a
extremidade
carboxiterminal

ADP

Glicogénio-
-sintase b

PP1 3P
A a &
-7 7 Ly AN
il Y \ AN
Vi 7 \ ~
e 7 \\ \\
. Glucagon, Glicose-6- .
Insulina X Glicose
adrenalina -fosfato

-cinase II (CKII), tenha fosforilado a glicogénio-sintase
em um residuo préximo, evento chamado de preparacao
(Figura 15-40a).

No figado, a conversao da glicogénio-sintase b em sua
forma ativa é promovida pela PP1, que se encontra ligada
a particula de glicogénio. A PP1 remove os grupos fosfo-
ril dos trés residuos fosforilados pela GSK3. A glicose-6-
-fosfato se liga a um sitio alostérico na glicogénio-sintase b,
tornando a enzima um substrato melhor para a desfosfori-
lacdo pela PP1 e causando sua inativaco. Por analogia com
a glicogénio-fosforilase, que age como sensor de glicose, a

Sitio ativo

Sitio de preparacao
fosforilado pela
caseina-cinase Il

(FASVPPSPSLSRHSSPHQQSED E E-)Glicogénio-

_8N_4/0 h
Residuos de
Ser fosforilados na
(a) glicogénio-sintase

FIGURA 15-40 Preparacao para a fosforilagdo da glicogénio-sintase
pela GSK3. (a) A glicogénio-sintase-cinase 3 se associa primeiramente
com seu substrato (glicogénio-sintase) por interagdo entre 0s trés residuos
carregados positivamente (Arg™, Arg'®, Lys™®) e um residuo de fosfosserina
na posicao +4 no substrato. (Para orientagao, o residuo de Ser ou Thr a ser
fosforilado no substrato estd marcado com indice 0. Os residuos no lado ami-
noterminal deste residuo estdéo numerados como — 1, —2, e assim por dian-
te; os residuos no lado carboxiterminal estdo numerados como +1, +2, e as-
sim por diante.) Essa associa¢do alinha o sitio ativo da enzima com o residuo
de Ser na posicao 0, que ela fosforila. Isto cria um novo sitio de preparacao,

-sintase

(b) Pseudossubstrato

e a enzima se desloca ao longo da proteina para fosforilar a Ser na posicdo
—4, e aseguira Ser na posicao —8. (b) A GSK3 tem um residuo de Ser proxi-
mo de sua extremidade aminoterminal que pode ser fosforilado pela PKA ou
pela PKB (ver Figura 15-41). Isto produz uma regido de “pseudossubstrato’na
GSK3 que se dobra para o sitio de preparacéao e torna o sitio ativo inacessivel
a outro substrato proteico, inibindo a GSK3 até que a PP1 remova o grupo
fosforil do pseudossubstrato. Outras proteinas que séo substrato para a GSK3
também tém um sitio de preparacdo na posicao +4, que deve ser fosforilado
por outra proteina-cinase antes que a GSK possa agir sobre elas. (Consulte
também as Figuras 6-37 e 12-22b sobre a regulagao da glicogénio-sintase.)
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glicogénio-sintase pode ser considerada um sensor de glico-
se-6-fosfato. No musculo, uma fosfatase diferente pode ter
o mesmo papel desempenhado pela PP1 no figado, ativando
a glicogénio-sintase por desfosforilacao.

A glicogénio-sintase-cinase 3 controla algumas
acoes da insulina

Conforme visto no Capitulo 12, a insulina desencadeia mu-
dancas intracelulares pela ativagdo de uma proteina-cinase
(PKB) que, por sua vez, fosforila e inativa a GSK3 (Figu-
ra 15-41; ver também Figura 12-16). A fosforilacdo de um
residuo de Ser préximo da extremidade aminoterminal da
GSK3 converte esta regiao da proteina em um pseudos-
substrato, que se dobra para dentro do sitio ao qual normal-
mente se liga o residuo de Ser fosforilado (Fiigura 15-40Db).
Isso impede a GSK3 de se ligar ao sitio de preparacdo do
substrato verdadeiro, inativando, assim, a enzima e fazendo
pender o equilibrio em favor da desfosforilacdo da glicogé-
nio-sintase pela PP1. A glicogénio-fosforilase também pode
afetar a fosforilacdo da glicogénio-sintase: a glicogénio-
-fosforilase ativada inibe PP1 diretamente, impedindo-a de
ativar a glicogénio-sintase (Figura 15-39).

Embora tenha sido descoberta pelo seu papel no me-
tabolismo do glicogénio (dai o nome glicogénio-sintase-
-cinase), a GSK3 tem um papel muito mais abrangente que
o de regulacao da glicogénio-sintase. Ela € responsavel por
mediar a sinalizacio pela insulina e outros fatores de cresci-
mento e nutrientes, atuando na especificacdo dos destinos
celulares durante o desenvolvimento embriondrio. Entre
os seus alvos estdo protefnas do citoesqueleto e proteinas
essenciais para a sintese de mRNA e de proteinas. Esses
alvos, assim como a glicogénio-sintase, precisam sofrer uma
fosforilacdo preparatéria por outra proteina-cinase para
que possam ser fosforilados pela GSKS3.
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A fosfoproteino-fosfatase 1 é central no metabolismo

do glicogénio

Uma tnica enzima, PP1, pode remover grupos fosforil das
trés enzimas que sao fosforiladas em resposta ao glucagon
(no figado) e a adrenalina (no figado e no musculo): fosfo-
rilase-cinase, glicogénio-fosforilase e glicogénio-sintase. A
insulina estimula a sintese do glicogénio por ativar a PP1 e
inativar a GSK3.

A fosfoproteino-fosfatase 1 ndo existe livre no cito-
sol. Ela esta firmemente ligada as suas proteinas-alvo por
uma proteina da familia das proteinas de associaciao
ao glicogénio que se liga ao glicogénio e as trés enzimas
glicogénio-fosforilase, fosforilase-cinase e glicogénio-
-sintase (Figura 15-42). A propria PP1 esta sujeita a
regulacdo covalente e alostérica: ela € inativada quando
fosforilada pela PKA e é ativada alostericamente pela
glicose-6-fosfato.

Sinais alostéricos e hormonais coordenam integralmente
0 metabolismo dos carboidratos

Apds abordar os mecanismos que regulam as enzimas indi-
viduais, agora é possivel considerar as variacoes totais no
metabolismo dos carboidratos que ocorrem no estado bem
alimentado, durante o jejum e na resposta de luta ou fuga —
sinalizados, respectivamente, por insulina, glucagon e adre-
nalina. E preciso destacar dois casos nos quais a regulacao
tem finalidades diferentes: (1) o papel dos hepatdcitos no
suprimento de glicose para o sangue, e (2) o uso egoista
dos carboidratos como combustivel pelos tecidos extra-he-
paticos, simbolizados pelo musculo esquelético (midcitos),
para manter suas proprias atividades.

Ap6s a ingestdo de uma refeicao rica em carboidra-
tos, a elevacao da glicose sanguinea provoca a liberacéo

e e T G
\ ‘Membrana
plasmatica

fEas oS ERRE I A ki)

FIGURA15-41 O caminho a partir da insulina até a GSK3 e
aglicogénio-sintase. A ligacdo dainsulina ao seu receptor ati-
va nele uma tirosina-proteina-cinase, que fosforila o substrato-1
do receptor da insulina (IRS-1). A fosfotirosina nessa proteina é
entédo ligada pela fosfatidilinositol-3-cinase (PI-3K), que converte,
na membrana, o fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP,) em fosfatidi-
linositol-3,4,5-trifosfato (PIP,). Uma proteina-cinase (PDK-1), que
¢ ativada quando ligada ao PIP,, ativa uma segunda proteina-ci-
nase (PKB), que fosforila a glicogénio-sintase-cinase 3 (GSK3) na
sua regido de pseudossubstrato, inativando-a pelos mecanismos
mostrados na Figura 15-40b. A inativacdo da GSK3 permite que a
fosfoproteina-fosfatase 1 (PP1) desfosforile e ative a glicogénio-
-sintase. Dessa forma, a insulina estimula a sintese do glicogénio.
(Consulte na Figura 12-16 mais detalhes sobre a acdo da insulina.)
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FIGURA 15-42 Proteina de associacdo ao glicogénio
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de insulina (Figura 15-43, parte superior). Nos hepa-
técitos, a insulina tem dois efeitos imediatos: ela inativa
a GSK3, agindo por meio da cascata mostrada na Figura
15-41, e ativa uma proteina-fosfatase, talvez a PP1. Essas
duas acoes ativam totalmente a glicogénio-sintase. A PP1
também inativa a glicogénio-fosforilase a e a fosforilase-
-cinase pela desfosforilagdo de ambas, interrompendo de
forma efetiva a degradacao do glicogénio. A glicose entra
no hepatécito por meio do transportador de alta capaci-
dade GLUTZ2, sempre presente na membrana plasmati-
ca, e a glicose intracelular elevada leva a dissociag¢ao da
hexocinase IV (glicocinase) de sua proteina reguladora
nuclear (Figura 15-15). A hexocinase IV entra no citosol
e fosforila a glicose, estimulando a glicélise, além de for-
necer o precursor para a sintese de glicogénio. Sob essas
condicodes, os hepatocitos usam o excesso de glicose do
sangue para sintetizar glicogénio, até o limite de 10% do
peso total do figado.

Entre as refei¢oes, ou durante um jejum prolongado,
a queda da glicose sanguinea provoca a liberacgdo de glu-
cagon, o qual, agindo por meio da cascata mostrada na
Figura 15-37, ativa a PKA. Essa enzima controla todos os
efeitos do glucagon (Figura 15-43, parte inferior). Ela fos-
forila a fosforilase-cinase, ativando-a e levando a ativagao
da glicogénio-fosforilase. Ela fosforila a glicogénio-sin-
tase, inativando-a e bloqueando a sintese de glicogénio.
Ela fosforila a PFK-2/FBPase-2, levando a uma reducdo
na concentracao do regulador frutose-2,6-bifosfato, que
tem o efeito de inativar a enzima glicolitica PFK-1 e de
ativar a enzima gliconeogénica FBPase-1. E ela fosforila e
inativa a enzima glicolitica piruvato-cinase. Sob essas con-
di¢des, o figado produz glicose-6-fosfato pela degradacao
do glicogénio e pela gliconeogénese, e para de usar a gli-

FIGURA15-43 Regulacdo do metabolismo de carboidratos no figado.
As setas indicam as relacdes causais entre as mudangas que elas conectam.
Por exemplo, uma seta de VA para 1B significa que uma reducao de A causa
um aumento de B. As setas vermelhas conectam eventos resultantes da gli-
cose sanguinea alta; as setas azuis conectam eventos resultantes da glicose
sanguinea baixa.
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cose na glicélise ou na sintese de glicogénio, maximizando
a quantidade de glicose que pode liberar para o sangue.
Essa liberacdo de glicose é possivel somente no figado e
no rim, porque outros tecidos nao tém glicose-6-fosfatase
(Figura 15-30).

A fisiologia do musculo esquelético difere da do figado
em trés aspectos importantes para a nossa discussao so-
bre regulacdo metabdlica (Figura 15-44): (1) o musculo
usa seu glicogénio armazenado somente para suas proprias
necessidades; (2) quando passa do repouso para a contra-
¢do vigorosa, o musculo sofre mudanc¢as muito grandes em
sua demanda por ATP, a qual é suprida pela glicélise; (3)
o musculo ndo tem a maquinaria enzimatica para a glico-
neogénese. A regulacao do metabolismo de carboidratos no
musculo reflete essas diferencas em relagido ao figado. Em
primeiro lugar, os miécitos ndo tém receptores para o gluca-
gon. Em segundo lugar, a isoenzima muscular da piruvato-
-cinase nao ¢ fosforilada pela PKA, e assim a glicélise nao
é interrompida quando a [cAMP] estiver alta. Na verdade,
o cAMP aumenta a velocidade da glicélise no musculo,
provavelmente por ativar a glicogénio-fosforilase. Quando
a adrenalina € liberada no sangue em situagdes de luta ou
fuga, a PKA é ativada pela elevagao da [cAMP] e fosforila e
ativa a glicogénio-fosforilase-cinase. As consequentes fos-
forilacdo e ativacado da glicogénio-fosforilase resultam em
degradacdo mais rapida do glicogénio. A adrenalina ndo é
liberada em condicdes de baixo estresse, mas, com cada es-
timulo neuronal da contracdo muscular, a [Ca%] aumenta
brevemente e ativa a fosforilase-cinase por meio de sua su-
bunidade de calmodulina.

A elevacao da insulina provoca aumento na sintese do
glicogénio nos midcitos pela ativagdo da PP1 e inativacao da
GSK3. Ao contrario dos hepatocitos, os midcitos tém uma
reserva de transportadores GLUT4 sequestrada em vesi-
culas intracelulares. A insulina provoca seu deslocamento

Adrenalina
Glucagon l l
Figado Musculo
Glicogénio Glicogénio
i 4 Glicogendlise 4 i
Glicose Glicose-6- Glicose-6-
sanguinea -fosfato -fosfato
T ¥ Glicolise 4 J
4 Gliconeogénese
Piruvato Piruvato

FIGURA 15-44 Diferencas na regulacao do metabolismo de carboi-
dratos no figado e no musculo. No figado, glucagon (indicando baixa
glicose sanguinea) ou adrenalina (sinalizando a necessidade de lutar ou cor-
rer) tém o efeito de maximizar a saida da glicose para a corrente sanguinea.
No musculo, a adrenalina aumenta a degradacdo do glicogénio e a glicolise
que, juntas, fornecem combustivel para a produgao do ATP necessério na
contragao muscular.

para a membrana plasmatica (ver Figura 12-16), onde eles
permitem o aumento na captacao de glicose. Consequente-
mente, os miécitos ajudam a baixar a glicose sanguinea em
resposta a insulina, porque aumentam a taxa de captagao
de glicose, a sintese de glicogénio e a glicolise.

0 metabolismo de carboidratos e de lipideos é integrado
por mecanismos hormonais e alostéricos

Apesar de complexa, a regulacdo do metabolismo de car-
boidratos estd longe da histéria completa do metabolismo
energético. O metabolismo das gorduras e dos acidos gra-
x0s estd intimamente ligado ao dos carboidratos. Sinais hor-
monais como insulina e alteracdes na dieta ou exercicio sao
igualmente importantes na regulagdo do metabolismo das
gorduras e na integracao com o dos carboidratos. O Capitu-
lo 23 volta a abordar essa integracao metabdlica global, ndo
antes de serem estudadas as vias metabdlicas das gorduras
e dos aminodcidos (Capitulos 17 e 18). A mensagem que
se deseja transmitir aqui é que as vias metabdlicas estao
sujeitas a controles reguladores complexos extremamen-
te sensiveis a alteracoes nas condi¢coes metabdlicas. Esses
mecanismos agem no ajuste do fluxo de metabdlitos por va-
rias vias metabdlicas, conforme a necessidade da célula e
do organismo, e o fazem sem causar alteracoes importantes
nas concentragdes dos intermediarios compartilhados por
outras vias.

RESUMO 15.5 Requlacdo coordenada da sintese e da

degradacao do glicogénio

> A glicogénio-fosforilase é ativada em resposta ao gluca-
gon ou a adrenalina, que aumentam a [cAMP] e ativam
PKA. A PKA fosforila e ativa a fosforilase-cinase, que
converte a glicogénio-fosforilase b em sua forma ativa
a. A fosfoproteino-fosfatase 1 (PP1) reverte a fosforila-
¢ao da glicogénio-fosforilase a, inativando-a. A glicose
se liga a isoenzima hepatica da glicogénio-fosforilase a,
o que favorece sua desfosforilacdo e inativacao.

P> A glicogénio-sintase a € inativada por fosforilagao catali-
sada pela GSK3. A insulina bloqueia a GSK3. A PP1, que
é ativada pela insulina, reverte a inibi¢ao pela desfosfo-
rilacao da glicogénio-sintase b.

» A insulina aumenta a captacdo da glicose pelos miécitos
e adipdcitos por provocar o deslocamento do transpor-
tador GLUT4 para a membrana plasmatica.

> A insulina estimula a sintese das hexocinases II e IV,
PFK-1, piruvato-cinase, e varias enzimas envolvidas na
sintese de lipideos. A insulina estimula a sintese de gli-
cogénio no musculo e no figado.

» No figado, o glucagon estimula a degradacao do glico-
génio e a gliconeogénese, enquanto bloqueia a glicélise,
poupando, dessa forma, glicose para exporta-la para o
cérebro e outros tecidos.

» No miusculo, a insulina estimula a degradacao do gli-

cogénio e a glicolise, fornecendo ATP para sustentar a
contracao.
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omo foi visto no Capitulo 14, algumas células obtém

energia (ATP) pela fermentacdo, degradando a glico-

se na auséncia de oxigénio. Para a maioria das células
eucarioticas e muitas bactérias, que vivem em condi¢oes
aerdbias e oxidam os combustiveis organicos a diéxido de
carbono e 4gua, a glicélise € apenas a primeira etapa para
a oxidacdo completa da glicose. Em vez de ser reduzido a
lactato, etanol ou algum outro produto da fermentacao, o
piruvato produzido pela glicélise é posteriormente oxida-
do a H,O e CO,. Essa fase aerébia do catabolismo é chama-
da de respiracao. No sentido fisiol6gico ou macroscépico
mais amplo, respiracdo alude a captacdo de O, e elimina-
¢do de CO, por organismos multicelulares. Bioquimicos e
bidlogos celulares, entretanto, utilizam esse termo em um
sentido mais estrito para referirem-se ao processo molecu-
lar por meio do qual as células consomem O, e produzem
CO, — processo mais precisamente denominado respira-
cao celular.

A respiracao celular acontece em trés estdgios princi-
pais (Figura 16-1). No primeiro, moléculas combustiveis
organicas — glicose, acidos graxos e alguns aminoacidos —
sdo oxidadas para produzirem fragmentos de dois carbonos,
na forma do grupo acetil da acetil-coenzima A (acetil-CoA).
No segundo estagio, os grupos acetil entram no ciclo do aci-
do citrico, que os oxida enzimaticamente a CO,; a energia
liberada é conservada nos transportadores de elétrons re-
duzidos NADH e FADH,. No terceiro estdgio da respiracao,
estas coenzimas reduzidas sdo oxidadas, doando prétons
(H") e elétrons. Os elétrons séo transferidos ao O, — 0 acep-
tor final de elétrons — por meio de uma cadeia de moléculas
transportadoras de elétrons, conhecida como cadeia res-
piratéria. No curso da transferéncia de elétrons, a grande
quantidade de energia liberada é conservada na forma de
ATP, por um processo chamado de fosforilagdo oxidativa
(Capitulo 19). A respiracdo € mais complexa do que a glico-
lise e acredita-se que tenha evoluido muito mais tardiamen-

te, ap6s o surgimento das cianobactérias. As atividades me-
tabdlicas das cianobactérias sdo responsaveis pelo aumento
dos niveis de oxigénio na atmosfera terrestre, um momento
decisivo na histoéria evolutiva.

Primeiro serd abordada a conversao de piruvato a gru-
pos acetil e, entdo, a entrada destes grupos no ciclo do
acido citrico, também chamado de ciclo do acido tri-
carboxilico (TCA, de tricarboxylic acid) ou ciclo de
Krebs (em homenagem ao seu descobridor, Hans Krebs).
A seguir, serdo examinadas as reacdes do ciclo e as enzimas
que as catalisam. Ja que os intermediarios do ciclo do acido
citrico também sdo desviados como precursores biossin-
téticos, serdo consideradas algumas maneiras pelas quais
esses intermediarios sdo repostos. O ciclo do acido citrico é
um pivé do metabolismo, com
vias catabdlicas chegando e
vias anabolicas partindo, sen-
do cuidadosamente regulado
em coordenacdo com outras
vias. O capitulo termina com
uma descricao da via do glio-
xilato, uma sequéncia meta-
boélica presente em certos or-
ganismos que utiliza algumas
das mesmas enzimas e reagoes
utilizadas pelo ciclo do acido
citrico, causando a sintese li-
quida de glicose a partir dos
triacilgliceréis armazenados.

Hans Krebs, 1900-1981

16.1 Producao de acetil-CoA (acetato ativado)

Em organismos aerdbios, glicose e outros acucares, acidos
graxos e a maioria dos aminodcidos sdo finalmente oxida-
dos a CO, e H,0 pelo ciclo do 4cido citrico e pela cadeia
respiratoria. Antes de entrarem no ciclo do acido citrico,
os esqueletos de carbono dos acucares e acidos graxos sdo
convertidos ao grupo acetil da acetil-CoA, a forma na qual
a maioria dos combustiveis entra no ciclo. Os carbonos de
muitos aminodcidos também entram no ciclo dessa manei-
ra, embora alguns aminodcidos sejam convertidos a outros
intermediarios do ciclo. Aqui, o foco serd em como o piru-
vato, derivado da glicose e de outros acticares pela glicolise,
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FIGURA 16-1 Catabolismo de proteinas, gorduras e carboidratos

durante os trés estagios da respiracao celular. Estigio 1: a oxidagao
de &cidos graxos, glicose e alguns aminoacidos gera acetil-CoA. Estagio 2:
a oxidagao dos grupos acetil no ciclo do 4cido citrico inclui quatro etapas
nas quais os elétrons sdo removidos. Estagio 3: os elétrons carreados por
NADH e FADH, convergem para uma cadeia de transportadores de elétrons
mitocondrial (ou, em bactérias, ligados a membrana plasmética) — a cadeia
respiratoria — reduzindo, no final, O, a H,0. Este fluxo de elétrons impele a
producédo de ATP.

é oxidado a acetil-CoA e CO, pelo complexo da piruvato-
-desidrogenase (PDH, de pyruvate dehydrogenase), um
grupo de enzimas — multiplas cépias de trés enzimas — loca-
lizado nas mitocondrias de células eucaridticas e no citosol
de bactérias.

O exame cuidadoso desse complexo enzimatico é gra-
tificante sob diversos aspectos. O complexo da PDH é um
exemplo cldssico e muito estudado de um complexo mul-
tienzimatico no qual uma série de intermedidrios quimicos
permanece ligada as moléculas de enzima a medida que o
substrato é transformado no produto final. Cinco cofatores,
quatro derivados de vitaminas, participam do mecanismo
da reacao. A regulacao desse complexo enzimatico também

ilustra como uma combinacado de modificagdes covalentes
e mecanismos alostéricos resulta em um fluxo precisamen-
te regulado em uma etapa metabdlica. Finalmente, o com-
plexo da PDH € o protétipo para dois outros importantes
complexos enzimaticos: a-cetoglutarato-desidrogenase, do
ciclo do acido citrico, e a-cetoacido-desidrogenase de ca-
deia ramificada, das vias de oxida¢do de alguns aminodci-
dos (ver Figura 18-28). A notavel similaridade na estrutura
de proteinas, na exigéncia de cofator e nos mecanismos de
reacdo desses trés complexos inquestionavelmente reflete
uma origem evolutiva comum.

0 piruvato é oxidado a acetil-CoA e (O,

A reacdo geral catalisada pelo complexo da piruvato-desi-
drogenase é uma descarboxilacao oxidativa, um pro-
cesso de oxidacgdo irreversivel no qual o grupo carboxil é
removido do piruvato na forma de uma molécula de CO,, e
os dois carbonos remanescentes sado convertidos ao grupo
acetil da acetil-CoA (Figura 16-2). O NADH formado nessa
reacdo doa um ion hidreto (:H ) para a cadeia respiratoria
(Figura 16-1), que transferird os dois elétrons ao oxigénio
ou, em microrganismos anaerébios, a um aceptor de elé-
trons alternativo, como nitrato ou sulfato. A transferéncia
de elétrons do NADH ao oxigénio gera, ao final, 2,5 molécu-
las de ATP por par de elétrons. A irreversibilidade da rea-
¢do do complexo da PDH foi demonstrada por experimen-
tos com marcacdo isotopica: o complexo ndo pode religar
CO,radioativamente marcado a acetil-CoA para formar uma
molécula de piruvato com o carboxil marcado.

0 complexo da piruvato-desidrogenase requer
cinco coenzimas

A combinacao de desidrogenacao e descarboxilacdo do pi-
ruvato ao grupo acetil da acetil-CoA (Figura 16-2) requer a
acao sequencial de trés enzimas diferentes e cinco coenzi-
mas diferentes ou grupos prostéticos — pirofosfato de tiami-
na (TPP, de thiamine pyrophosphate), dinucleotideo de
flavina-adenina (FAD, de flavin adenine dinucleotide),
coenzima A (CoA, algumas vezes denominada CoA-SH, para
enfatizar a funcao do grupo —SH), dinucleotideo de nico-
tinamida-adenina (NAD, de nicotinamide adenine dinu-
cleotide) e lipoato. Quatro vitaminas diferentes essenciais
a nutricdo humana sdo componentes vitais desse sistema:
tiamina (no TPP), riboflavina (no FAD), niacina (no NAD)

CO,
O\ /Of CoA-SH +
N + TPP,
(E \NAD lipoate, NADH 0\ /S-CO A
o FAD / C
| Complexo da |
CH, piruvato-desidrogenase (E, + E, + E;) CHj;
Piruvato Acetil-CoA

AG'° = —33,4 kJ/mol

FIGURA 16-2 Reacao geral catalisada pelo complexo da piruvato-
-desidrogenase. As cinco enzimas participantes desta reacéo e as trés en-
zimas que formam o complexo sao discutidas no texto.
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FIGURA16-3 Coenzima A (CoA). Um grupo hidroxil do acido pantoténi-
co estd unido a uma molécula de ADP modificada por uma ligacao fosfoés-
ter, e seu grupo carboxil estd ligado a B-mercaptoetilamina por uma ligacao
amida. O grupo hidroxil na posicao 3" da molécula de ADP tem um grupo

e pantotenato (na CoA). Foram descritas anteriormente as
func¢oes de FAD e NAD como transportadores de elétrons
(Capitulo 13) e verificou-se que o TPP era a coenzima da
piruvato-descarboxilase (ver Figura 14-15).

A coenzima A (Figura 16-3) tem um grupo tiol reativo
(—SH) que € crucial para a funcao da CoA como transpor-
tador de acilas em diferentes reacoes metabdlicas. Grupos
acil sdo covalentemente ligados ao grupo tiol, formando
tioésteres. Devido as energias de ativacdo padrao relati-
vamente altas (ver Figuras 13-16, 13-17), os tioésteres tém
um alto potencial para a transferéncia do grupo acil e po-
dem doar estes grupos a diversas moléculas aceptoras. O
grupo acil unido a coenzima A pode, portanto, ser conside-
rado “ativado” para transferéncia.

O quinto cofator do complexo da PDH, o lipoato (Fi-
gura 16-4), tem dois grupos tiol que podem ser reversi-
velmente oxidados por uma ligacao dissulfeto (—S—S—),
similar aquela entre dois residuos de Cys em uma proteina.
Devido a sua capacidade de participar de reacdes de oxi-
dacgao e reducdo, o lipoato atua como transportador de elé-
trons (hidrogénio) e como transportador de acilas, como
serd visto.

0 complexo da piruvato-desidrogenase consiste em
trés enzimas distintas

O complexo da PDH contém trés enzimas — piruvato-de-
sidrogenase (E,), di-hidrolipoil-transacetilase (E,) e
di-hidrolipoil-desidrogenase (E,) — cada uma presente
em multiplas cépias. O nimero de cépias de cada enzima
e, portanto, o tamanho do complexo varia entre espécies.
O complexo da PDH isolado de mamiferos apresenta um
diametro de cerca de 50 nm — mais de cinco vezes o ta-
manho de um ribossomo inteiro e grande o suficiente para
ser visto por microscopia eletronica (Figura 16-5a). Na
enzima bovina, 60 cépias idénticas de E, formam um do-
decaedro pentagonal (o centro) com um didmetro de apro-
ximadamente 25 nm (Figura 16-5b). (O centro da enzima
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NH,

(l)* (l)* y </N ‘ SN Adenina

=
I I N
O O

Ribose 3’-fosfato

Difosfato de 3'-fosfoadenosina

Coenzima A

fosfato que ndo estd presente no ADP livre. O grupo —SH da molécula de
mercaptoetilamina forma um tioéster com o acetato para formar a acetil-
-coenzima A (acetil-CoA) (a esquerda, embaixo).

de Escherichia coli contém 24 copias de E,.) E, é o ponto
de conex@o para o grupo prostético lipoato, unido ao grupo
g-amino de um residuo de Lys por uma liga¢ao amida (Fi-
gura 16-4). E, tem trés dominios funcionalmente distintos
(Figura 16-5c): o dominio lipoil na porcao aminoterminal,
contendo o(s) residuo(s) de lipoil-Lys; o dominio de liga-
¢do a E, e B, na por¢do central; e o dominio aciltransfe-
rase na por¢ao central mais interna, o qual contém o sitio
ativo da aciltransferase. O complexo da PDH de levedura
tem um Unico dominio lipoil ligado ao lioato, mas o com-
plexo em mamiferos tem dois e, em E. coli, trés (Figura

Forma Forma Forma
oxidada reduzida ﬁ acetilada
*s - C{{z HS—C{iz CH3—C—S—C{{2
| CH, CH, CH,,
S— - -
C{{ HS—C{{ HS—C{{
Acido CH; CH, CH,
lipoico CH, ’ ’
AN
/CH2
C{Jz
L C=0
[ HN
AN
CH,
Residuo de 7
Lys em C{{Z
E, /CHZ
CH,
N
PN
/\/\g (Hj Cadeia polipeptidica da

0 E, (di-hidrolipoil-
-transacetilase)

FIGURA 16-4 Acido lipoico (lipoato) em ligagdo amida com um resi-
duo deLys. A porcao lipoil-lisina é o grupo prostético da di-hidrolipoil-tran-
sacetilase (E, do complexo da PDH). O grupo lipoil ocorre na forma oxidada
(dissulfeto) e reduzida (ditiol) e atua como transportador de hidrogénio e
grupo acetil (ou outro grupo acil).
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FIGURA 16-5 Complexo da piruvato-desidrogenase. (a) Micrografia
crioeletronica de complexos da PDH isolados de rins de bovino. Na micros-
copia crioeletronica, as amostras bioldgicas sao visualizadas em tempera-
turas extremamente baixas; isto evita os potenciais artefatos introduzidos
pelos processos usuais de desidratacao, fixacdo e coloracéo. (b) Imagem
tridimensional do complexo da PDH, mostrando a estruturagéo das subu-
nidades: E,, piruvato-desidrogenase; E,, di-hidrolipoil-transacetilase; e E,,
di-hidrolipoil-desidrogenase. Esta imagem foi reconstruida pela anélise de
um grande nuimero de imagens como aquelas em (a), em combinagcao com
estudos cristalogréficos das subunidades individuais. O centro (em verde)
consiste em 60 moléculas de E,, arranjadas em 20 trimeros que formam um
dodecaedro pentagonal. O dominio lipoil de E, (em azul) estende-se para
fora para conectar-se aos sitios ativos das moléculas de E, (em amarelo) ar-
ranjadas ao redor do centro de E,. Algumas subunidades E, (em vermelho)
também estao unidas ao centro, no qual um brago flexivel de E, pode alcan-
car seus sitios ativos. Um asterisco marca o local onde um grupo lipoil esta
ligado ao dominio lipoil de E,. Para tornar a estrutura mais clara, aproxima-
damente metade da porcéo frontal do complexo foi removida. Este mode-
lo foi preparado por ZH. Zhou e colaboradores (2001); em outro modelo,
proposto por J.L.S. Milne e colaboradores (2002), as subunidades de E, estao
localizadas mais perifericamente (ver Leituras Adicionais). (c) E, consiste em
trés tipos de dominios conectados por polipeptideos curtos: um dominio
catalitico aciltransferase; um dominio de ligagdo, envolvido naligagdo de E, a
E, e E5; e um ou mais (dependendo da espécie) dominios lipoil.

16-5¢). Os dominios de E, sdo separados por conectores,
sequéncias de 20 a 30 residuos de aminoacidos, ricos em
Ala e Pro e intercalados com residuos carregados; esses co-
nectores tendem a assumir formas estendidas, mantendo os
trés dominios afastados.

O sitio ativo de E, esta ligado ao TPP, e o de E, esta liga-
do ao FAD. Duas proteinas de regulagao também fazem par-
te do complexo, uma proteina-cinase e uma fosfoproteina-
-fosfatase, como discutido a seguir. Essa estrutura E,-E,-E,
bésica tem sido conservada durante a evolucao e é utilizada
em diversas reagoes metabdlicas similares, incluindo a oxi-
dagdo do a-cetoglutarato no ciclo do acido citrico (descrita
a seguir) e a oxidacao dos a-cetodcidos derivados da degra-
dacdo dos aminoacidos de cadeia ramificada valina, isoleu-
cina e leucina (ver Figura 18-28). Dentro de uma determi-
nada espécie, a E; do complexo da PDH ¢ idéntica & E, dos
outros dois complexos enzimaticos. A ligacido do lipoato a
extremidade da cadeia lateral de uma Lys em E, gera um
braco longo e flexivel que pode se estender do sitio ativo
de E, até os sitios ativos de E, e E,, possivelmente a uma
distancia de 5 nm ou maior.

Na canalizacao do substrato, o intermediario nunca
deixa a superficie da enzima

A Figura 16-6 mostra esquematicamente como o com-
plexo da piruvato-desidrogenase conduz as cinco reacoes
consecutivas para a descarboxilagdo e desidrogenagao do
piruvato. A etapa @ é essencialmente idéntica a reacgao
catalisada pela piruvato-descarboxilase (ver Figura 14-
15¢); o C-1 do piruvato é liberado como CO,, e o C-2, que
no piruvato esta no estado de oxidacao de um aldeido,
é unido ao TPP como um grupo hidroxietil. A primeira
etapa ¢ a mais lenta e, consequentemente, limita a velo-
cidade da reacgao global. Ela também é o ponto no qual o
complexo da PDH confirma sua especificidade ao subs-
trato. Na etapa @, o grupo hidroxietil é oxidado ao nivel
de um acido carboxilico (acetato). Os dois elétrons re-
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FIGURA 16-6 Descarboxilacao oxidativa do piruvato a acetil-CoA
pelo complexo da PDH. O destino da molécula de piruvato estd impresso
em vermelho. Na etapa @, o piruvato reage com o pirofosfato de tiamina
(TPP) ligado a piruvato-desidrogenase (E,), sendo descarboxilado ao deriva-
do hidroxietil (ver Figura 14-15). A piruvato-desidrogenase também processa
a etapa @, a transferéncia de dois elétrons e do grupo acetil a partir do TPP
para a forma oxidada do grupo lipoil-lisina do centro do complexo, di-hidro-
lipoil-transacetilase (E,), formando o acetil-tioéster do grupo lipoil reduzido.
A etapa ® é uma transesterificacdo na qual o grupo —SH da CoA substi-

movidos nessa reacao reduzem a —S—S— de um grupo
lipoil em E, a dois grupos tiol (—SH). O acetil produzido
nesta reacdo de oxidacao-reducdo é primeiramente este-
rificado a um dos grupos —SH do lipoil e, entao, transes-
terificada a CoA para formar acetil-CoA (etapa ©). Desse
modo, a energia da oxidacdo impele a formag¢ido de um
tioéster de acetato altamente energético. As reacoes re-
manescentes catalisadas pelo complexo da PDH (por E,,
nas etapas @ e @) sao transferéncias de elétrons neces-
sarias para a regeneracao da forma oxidada (dissulfeto)
do grupo lipoil de E,, preparando o complexo enzimatico
para um novo ciclo de oxidacdo. Os elétrons removidos
do grupo hidroxietil derivado do piruvato sdo passados ao
NAD" pelo FAD.

Essenciais ao mecanismo do complexo da PDH sio os
bragos flexiveis de lipoil-lisina de E,, que recebem os dois
elétrons e o grupo acetil de E, e os passam a E,. Todas
essas enzimas e coenzimas estdo agrupadas, permitindo
que os intermedidrios reajam rapidamente sem afasta-
rem-se da superficie do complexo enzimatico. A sequén-
cia de cinco reacdes mostrada na Figura 16-6 €, assim,
um exemplo de canalizacao do substrato. Os interme-
diarios da sequéncia em multiplas etapas nunca deixam
o complexo, e a concentragdo local do substrato de E, é
mantida muito alta. A canalizacdo também evita o “roubo”
do grupo acetil ativado por outras enzimas que utilizam
esse grupo como substrato. Como sera visto, um mecanis-
mo similar de aprisionamento da canalizacdo do substrato
entre sitios ativos é utilizado por algumas outras enzimas,
com lipoato, biotina ou moléculas similares a CoA servin-
do como cofatores.

Como pode ser previsto, mutagoes nos genes das su-
” Jbunidades do complexo da PDH, ou uma deficiéncia

tui o grupo —SH de E,, produzindo acetil-CoA e a forma completamente
reduzida (ditiol) do grupo lipoil. Na etapa @, a di-hidrolipoil-desidrogenase
(E;) promove a transferéncia de dois dtomos de hidrogénio dos grupos lipoil
reduzidos de E, ao grupo prostético FAD de E,, restaurando a forma oxidada
do grupo lipoil-lisina de E,. Na etapa @, o FADH, reduzido de E, transfere um
ion hidreto ao NAD", formando NADH. O complexo enzimético esta agora
pronto para outro ciclo catalitico. (As cores das subunidades correspondem
aquelas na Figura 16-5b.)

de tiamina na dieta, podem ter graves consequéncias.
Animais com deficiéncia de tiamina sdo incapazes de oxi-
dar o piruvato normalmente. Isso é especialmente impor-
tante para o cérebro, que costuma obter toda sua energia
por meio da oxidagao aerdbia da glicose, em uma via que
necessariamente inclui a oxidacdo do piruvato. O beri-
-béri, doenca resultante da deficiéncia de tiamina, carac-
teriza-se pela perda da funcio neural. Essa doenca ocorre
principalmente em populacoes cuja dieta consiste basica-
mente em arroz branco (polido), que carece da casca
onde a maioria da tiamina do arroz é encontrada. Pessoas
que consomem habitualmente grandes quantidades de &l-
cool também podem desenvolver deficiéncia de tiamina,
pois a maior parte da dieta ingerida consiste nas “calorias
vazias”, sem vitaminas, das bebidas destiladas. Um nivel
de piruvato sanguineo elevado frequentemente é um indi-
cativo de defeitos na oxidacao do piruvato devido a uma
destas causas. H

RESUMO 16.1  Produgdo de acetil-CoA (acetato ativado)

P Piruvato, o produto da glicélise, é convertido a acetil-
-CoA, o materlal de partida para o ciclo do acido citrico,
pelo complexo da piruvato-desidrogenase.

» O complexo da PDH é composto por multiplas cépias
de trés enzimas: piruvato-desidrogenase, E, (ligada ao
cofator TPP); di-hidrolipoil-transacetilase, E, (covalen-
temente ligada ao grupo lipoil); e di-hidrolipoil-desidro-
genase, E, (com os cofatores FAD e NAD).

P E, catalisa a primeira descarboxilacdo do piruvato, pro-
duzindo hidroxietil-TPP, e entao a oxidacao do grupo hi-
droxietil a um grupo acetil. Os elétrons dessa oxidacao
reduzem o dissulfeto do lipoato ligado a E,, e o grupo
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acetil € transferido em uma ligacao tioéster a um grupo
—SH do lipoato reduzido.

» E, catalisa a transferéncia do grupo acetil para a coenzi-
ma A, formando acetil-CoA.

P> E, catalisa a regeneracdo da forma dissulfeto (oxidada)
do lipoato; os elétrons passam primeiramente ao FAD, e
entio ao NAD".

» Os longos bracos de lipoil-lisina movem-se livremente
entre o sitio ativo de E, e os sitios ativos de E, e L,
prendendo os intermedidrios ao complexo enzimatico e
possibilitando a canalizacdo do substrato.

» A organizacdo do complexo da PDH é muito similar
aquela dos complexos enzimaticos que catalisam a oxi-
dacao do a-cetoglutarato e dos a-cetoacidos de cadeia
ramificada.

16.2 Reacoes do ciclo do acido citrico

Agora serao focalizados os processos por meio dos quais
a acetil-CoA é oxidada. Essa transformacgido quimica é
realizada pelo ciclo do acido citrico, a primeira via cicli-
ca descoberta (Figura 16-7). Para iniciar uma rodada do
ciclo, a acetil-CoA doa seu grupo acetil ao composto de
quatro carbonos oxaloacetato, formando o composto de
seis carbonos citrato. O citrato €, em seguida, transforma-
do a isocitrato, também uma molécula com seis carbonos,
o qual é desidrogenado com a perda de CO, para produzir
o composto de cinco carbonos a-cetoglutarato (também
chamado de oxoglutarato). O a-cetoglutarato perde uma
segunda molécula de CO,, originando ao final o compos-
to de quatro carbonos succinato. O succcinato é, entao,
convertido por quatro etapas enzimaticas ao composto de
quatro carbonos oxaloacetato — que esta, assim, pronto
para reagir com outra molécula de acetil-CoA. Em cada ro-
dada do ciclo entra um grupo acetil (dois carbonos) na for-
ma de acetil-CoA, e sdo removidas duas moléculas de CO,;
uma molécula de oxaloacetato € utilizada para a formacao
do citrato e uma molécula de oxaloacetato é regenerada.
Nao ocorre nenhuma remocao liquida de oxaloacetato;
teoricamente, uma molécula de oxaloacetato pode parti-
cipar da oxidacdo de um numero infinito de grupos acetil,
e, na verdade, o oxaloacetato estd presente nas células em
concentracoes muito baixas. Quatro das oito etapas deste
processo sdo oxidacoes, nas quais a energia da oxidacao é
conservada de maneira muito eficiente na forma das coen-
zimas reduzidas NADH e FADH,.

Como mencionado antes, embora o ciclo do acido citrico
seja fundamental ao metabolismo gerador de energia, sua
funcao nao estd limitada a conservagio energética. Inter-
medidrios do ciclo com quatro e cinco carbonos servem
como precursores para uma ampla variedade de produtos.
Para repor os intermedidrios removidos com este proposito,
as células utilizam reagdes anaplerdticas (de reposi¢do), as
quais sao descritas a seguir.

Eugene Kennedy e Albert Lehninger mostraram em
1948 que, em eucariotos, o conjunto inteiro das reagoes do
ciclo do acido citrico acontece na mitocoéndria. Foi mos-
trado que as mitocondrias isoladas ndo apenas continham

todas as enzimas e coenzimas necessarias para o ciclo do
acido citrico, mas também todas as enzimas e proteinas
necessarias para o ultimo estdgio da respiracao — a trans-
feréncia de elétrons e a sintese de ATP pela fosforilacao
oxidativa. Como serd visto nos capitulos posteriores, a mi-
tocoOndria também contém as enzimas para a conversao de
acidos graxos e alguns aminoacidos em acetil-CoA, e para
a conversao oxidativa de outros aminodcidos em «-ceto-
glutarato, succinil-CoA ou oxaloacetato. Dessa maneira,
em eucariotos nao fotossintéticos, a mitocéndria é o local
onde ocorre a maioria das rea¢oes oxidativas geradoras de
energia e a sintese acoplada de ATP. Em eucariotos fotos-
sintéticos, a mitocdéndria € o principal local de producao de
ATP no escuro, porém, a luz do dia, os cloroplastos geram
a maior parte do ATP desses organismos. Em bactérias,
as enzimas do ciclo do &acido citrico estdo no citosol, e a
membrana plasmatica desempenha uma funcdo semelhan-
te aquela da membrana mitocondrial interna para a sintese
de ATP (Capitulo 19).

A sequéncia das reagées do ciclo do acido citrico é
quimicamente ldgica

A acetil-CoA produzida pela quebra de carboidratos, gordu-
ras e proteinas deve ser completamente oxidada a CO, para
que o maximo da energia potencial possa ser extraido des-
tes combustiveis. No entanto, a oxidacdo direta do acetato
(ou da acetil-CoA) a CO, ndo é bioquimicamente possivel. A
descarboxilacdo deste dcido com dois carbonos produziria
CO, e metano (CH,). O metano é quimicamente estavel, e
com excecdo de certas bactérias metanotréficas que cres-
cem em nichos ricos em metano, organismos nao possuem
os cofatores e enzimas necessarios para a oxidacao do me-
tano. Os grupos metileno (—CH,—), entretanto, sao pron-
tamente metabolizados pelos sistemas enzimaticos presen-
tes na maioria dos organismos. Nas sequéncias de oxidacao
tipicas, estdo envolvidos dois grupos metileno adjacentes
(—CH,—CH,—), sendo pelo menos um desses adjacente a
um grupo carbonil. Como foi observado no Capitulo 13 (p.
513), os grupos carbonil sdo particularmente importantes
nas transformacoes quimicas das rotas metabdlicas. O car-
bono do grupo carbonil tem uma carga parcial positiva devi-
da a capacidade de atrair elétrons do oxigénio do carbonil, e
é, portanto, um centro eletrofilico. Um grupo carbonil pode
facilitar a formacao de um carbanion em um carbono adja-
cente pelo deslocamento da carga negativa do carbanion.
O ciclo do écido citrico mostra um exemplo da oxidacado de
um grupo metileno quando o succinato é oxidado (etapas
0O a ® na Figura 16-7), formando um grupo carbonil (no
oxaloacetato) que é quimicamente mais reativo do que o
metano ou um grupo metileno.

Em resumo, para a acetil-CoA ser oxidada de maneira
eficiente, o seu grupo metil deve estar ligado a alguma coi-
sa. A primeira etapa do ciclo do acido citrico resolve ele-
gantemente o problema do grupo metil pouco reativo por
meio da condensacao da acetil-CoA com o oxaloacetato.
O carbonil do oxaloacetato atua como centro eletrofilico,
que € atacado pelo carbono do grupo metil da acetil-CoA
em uma condensacado de Claisen (p. 513) para a forma-
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Condensacao de Claisen:

Acetil-CoA grupo metil da acetil-CoA
0 convertido a metileno no
I citrato.
(8] CH3—C-—S-CoA

Desidrogenacéao:
oxidagao do —OH

completa a sequéncia Oxaloacetato

Citrato-sintase

H0  coA-SH

Citrato @

de oxidagdo; carbonil CH;—CO0" Desidratacao/reidratagao:
gerado posicionado 0=C—C00" HO—C—C00" grupo —OH do citrato
para facilitar a [ | - reposicionado no isocitrato
condensagéo de CH,—COO~ CH,—COO0 preparando para a descar-
Claisen na préxima boxilagao da préxima etapa.
etapa.
Malato-desidrogenase Ciclo do acido citrico Aconitase H,0
(7] Malato
Hidratacao: COO~
adicdo de \ CH,—CO0-
4gua a ligacao HO*(‘JH 2
?nlfcrp(!?juz (EH2 ﬁ*COO cis-Aconitato
0 grupo COO~ ?—0007
—OH para H
a préxima H,0
etapa de Fumarase (3) NADH
oxidagao. Aconitase @
H,0 Reidratacao
5 CH,—COO™
CH
Fumarato i H—(‘}—COO’
H(‘J HO_("_}_H Isocitrato
COO~ FADH
2 CO0"~ ®
Isoci 2 i
® Succinato-desidrogenase —desidigg;\aafe Defcal:boxﬂaqao
Desidrogenacéo: oxidativa: )
introducao da grupo —.OH oxidado
ligagao dupla inicia = O a carbonil, o G
a sequéncia de CH,—CO00" Complexo CH,—COO 2 por sua vez, facilita a
e o a-cetoglutarato- descarboxilagéo por
R ¢, g aesiogerse , GH el da csmliaceo
' . L C=0 do carbanion
Succinato  COO (|3H2—COO’ formado no carbono
CO0O~ adjacente.
CoA-SH (H CoA-SH  a-Cetoglutarato
GTP C—S-CoA Co, o

(ADP)  succinil-CoA
+ P

Fosforilagao ao nivel do substrato: !

energia do tioéster conservada na
ligagéo fosfoanidrido do GTP ou ATP.

FIGURA16-7 Reagbes do ciclo do acido citrico. Os atomos de carbono
sombreados em cor salméao sdo aqueles derivados do acetato da acetil-CoA
durante a primeira rodada do ciclo; estes ndo s&o os carbonos liberados na
forma de CO, durante a primeira rodada. Observe que, no succinato e no
fumarato, o grupo de dois carbonos derivado do acetato ndo pode mais ser
especificamente indicado; como succinato e fumarato séo moléculas simé-
tricas, C-1 e C-2 sdo indistinguiveis de C-4 e C-3. O numero ao lado de cada

¢ao do citrato (etapa @ na Figura 16-7). O grupo metil
do acetato é convertido a metileno no acido citrico. Esse
acido tricarboxilico, entdo, prontamente passa por uma

Descarboxilagao oxidativa:
mecanismo similar a
piruvato-desidrogenase;
dependente do carbonil no
carbono adjacente.

etapa de reagao corresponde a um tépico numerado nas p. 640-647. As setas
em vermelho mostram onde a energia é conservada pela transferéncia de
elétrons ao FAD ou NAD", formando FADH, ou NADH + H™. As etapas @,
© e @ sio essencialmente irreversiveis na célula; todas as outras etapas sao
reversiveis. O nucleosideo trifosfatado produzido na etapa @ pode ser tanto
ATP quanto GTP, dependendo da isoenzima de succinil-CoA-sintetase que
esté catalisando a reacéo.

série de oxidag¢oes que eliminam dois carbonos na forma
de CO,. Observe que todas as etapas levando a quebra ou
a formacao de ligagdes carbono-carbono (etapas @, © e
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®) dependem de grupos carbonil apropriadamente posi-
cionados. Como em todas as rotas metabdlicas, existe uma
légica quimica na sequéncia das etapas do ciclo do acido
citrico: cada etapa envolve ou uma oxidacdo que conserve
energia ou ela é um preludio necessario para a oxidacao,
colocando grupos funcionais em posi¢des que facilitem a
oxidacdo ou a descarboxilacio oxidativa. A medida que for
aprendendo as etapas do ciclo, relembre o raciocinio qui-
mico para cada uma; isso tornara o processo mais facil de
entender e lembrar.

0 ciclo do acido citrico tem oito etapas

No exame das oito etapas de reacdo consecutivas do ciclo
do 4acido citrico, serda dada especial énfase nas transforma-
¢Oes quimicas que ocorrem a medida que o citrato formado
a partir de acetil-CoA e oxaloacetato é oxidado produzindo
CO, e em como a energia dessa oxidagdo é conservada nas
coenzimas reduzidas NADH e FADH,.

© Formacao do citrato. A primeira reacio do ciclo é a con-
densacao de acetil-CoA e oxaloacetato para a formacao
do citrato, catalisada pela citrato-sintase:

/O
CH; —C\
S-CoA Y
Acetil-CoA CH,—C
H,0 CoA-SH ‘ \O’
+ . z HO—C—COO~
Citrato-sintase ‘ -
0—C—C00" CH, —C00
| ~ Citrato
CH,—COO
Oxaloacetato
AG'° = —32,2 kJ/mol

Nessa reac¢do, o carbono do metil do grupo acetil € uni-
do ao grupo carbonil (C-2) do oxaloacetato. Citroil-CoA
€ o intermedidrio transitoriamente formado no sitio ativo
da enzima (ver Figura 16-9). Esse intermediario € rapida-
mente hidrolisado em CoA livre e citrato, que sao libera-
dos do sitio ativo. A hidrolise desse intermedidrio tioéster
de alta energia torna a reacdo direta altamente exergoni-
ca. A grande e negativa variacao de energia livre padrio da
reacao da citrato-sintase é fundamental para o funciona-
mento do ciclo, pois, como mencionado anteriormente, a
concentracdo de oxaloacetato normalmente € muito baixa.
A CoA liberada nessa reacao € reciclada para participar da
descarboxila¢do oxidativa de outra molécula de piruvato
pelo complexo PDH.

A citrato-sintase mitocondrial foi cristalizada e analisa-
da por difracdo de raios X na presenca e na auséncia de
substratos e inibidores (Figura 16-8). Cada subunidade
dos homodimeros da enzima é um tnico polipeptideo com
dois dominios, um deles grande e rigido, e o outro menor e
mais flexivel, com o sitio ativo entre eles. Oxaloacetato, o
primeiro substrato a se ligar a enzima, induz uma grande
alteracao conformacional no dominio flexivel, criando um

(a)
Andlogo da acetil-CoA

w Oxaloacetato

Oxaloacetato ‘

Analogo da acetil-CoA

(b)

FIGURA 16-8 Estrutura da citrato-sintase. O dominio flexivel de cada
subunidade passa por uma alteracao conformacional ap6s a ligacdo ao oxa-
loacetato, criando um sitio de ligagao para a acetil-CoA. (a) Forma aberta da
enzima isolada (PDB ID, 5CSC); (b) forma fechada ligada ao oxaloacetato e a
um analogo estével da acetil-CoA (carboximetil-CoA) (derivada de PDB ID
5CTS). Nestas representacdes, uma subunidade esta colorida em bege e a
outra em verde.

sitio de ligacdo para o segundo substrato, acetil-CoA. Quan-
do o citroil-CoA é formado no sitio ativo da enzima, outra
alteracio conformacional causa a hidrélise do tioéster, libe-
rando CoA-SH. Esse encaixe induzido da enzima, primeiro
ao substrato e posteriormente ao intermedidrio da reacgao,
diminui a probabilidade de que a clivagem da ligacao tioés-
ter da acetil-CoA seja prematura e improdutiva. Os estudos
cinéticos da enzima sdo consistentes com este mecanismo
bissubstrato ordenado (ver Figura 6-13). A reacao catalisa-
da pela citrato-sintase é fundamentalmente uma conden-
sacao de Claisen (p. 513), envolvendo um tioéster e uma
cetona (oxaloacetato) (Figura 16-9).



® Formacdo de isocitrato via cis-aconitato. A enzima aconi-
tase (mais formalmente, aconitato-hidratase) catalisa a
transformacéao reversivel do citrato a isocitrato, pela for-
macao intermedidria do dcido tricarboxilico cis-aconitato,
o qual normalmente nao se dissocia do sitio ativo. A aco-

H
N His?™
v
¢ 1
\N
D
H H
N= _
- {/ﬂ 0=C—COO 0
His N—H . H\|
N\ H,C—C00 HC 5 C—S-CoA
Oxaloacetato ~H Acetil-CoA
OYO*
Citrato-sintase Asp37
A ligacao tioéster na acetil-CoA ativa os
hidrogénios do metil. O Asp375 remove um
préton do grupo metil, formando um
intermediario enolato. O intermediério é (1]
estabilizado por ligagdes de hidrogénio
e/ou protonagao pela His274 (a protonagao
completa estd mostrada).
E His?™

: 2
N=— To

+ m&
His32°@ Qc COO- HC= (‘: S-CoA

U \

H,C—C00~ Intermediario enol

H

\
0 0

Asp375

O enol(ato) rearranja-se para atacar o

carbono do carbonil do oxaloacetato, com a

His274 posicionada para recuperar o préton (2]
que ela previamente cedeu. A His320 atua

como acido. A condensacdo resultante

produz citroil-CoA.
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nitase pode promover a adi¢do reversivel de H,O a ligacdo
dupla do cis-aconitato ligado a enzima de duas maneiras
diferentes, uma levando a citrato e a outra a isocitrato:

(EHQ—COO’ H,0 (EHz—COO’ H,O
HO—C—COO™ # C—COO~ A—‘
‘ Aconitase H Aconitase
H—(‘)—COO’ ?—COO’
H H
Citrato cis-Aconitato
(‘]HZ—COO’
H—(‘J—COO'
HO—(‘D—H
COO™
Isocitrato

AG'® = 13,3 kJ/mol

Embora a mistura em equilibrio a pH 7,4 e 25°C contenha
menos de 10% de isocitrato, na célula a reacido é deslo-
cada para a direita porque o isocitrato é rapidamente
consumido na proxima etapa do ciclo, o que diminui sua
concentracdo no estado estaciondrio. A aconitase contém
um centro de ferro-enxofre (Figura 16-10), que atua
tanto na ligacdo do substrato ao sitio ativo quanto na adi-
¢do ou na remocdo catalitica de H,0. Em células exauri-
das de ferro, a aconitase perde o centro de ferro-enxofre e
adquire uma nova funcdo na regulacdo da homeostase do
ferro. A aconitase é uma de muitas enzimas caracterizadas
por realizar mais de uma funcdo (enzimas moonlighting)
(Quadro 16-1).

©® Oxidacao do isocitrato a a-cetoglutarato e (0,. Na proxima
etapa, a isocitrato-desidrogenase catalisa a descarbo-
xilacdo oxidativa do citrato para formar a-cetoglutarato
(Figura 16-11). O Mn®" presente no sitio ativo interage

MECANISMO-FIGURA 16-9  Citrato-sintase. Na reacdo da citrato-sintase
em mamiferos, o oxaloacetato liga-se primeiro, em uma sequéncia de reagdo
estritamente ordenada. Esta ligacéo inicia uma alteracdo na conformacao
que abre o sitio de ligacdo para a acetil-CoA. O oxaloacetato estd especifica-
mente orientado no sitio ativo da citrato-sintase pela interacdo de seus dois
carboxilatos com dois residuos positivamente carregados de Arg (ndo mos-

H trados aqui). @ Mecanismo da citrato-sintase
His?™
<:—N ‘ | 274
N CoA-SH 5i
H
E H CH)\\\ H,0 H
. ol HC—C—S-CoA _ HC—COO0
Hig320 NN | — His320 |
HO—C—CO00~ (3] Ho—?—coo-
| O tioéster é -
_ - ol H,—COO -
CH,—COO~ Citroil-CoA posteriormente 2 Citrato
o hidrolisado, .
Asp regenerando a Asp
| CoASHe |

produzindo citrato.
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QUADRO 16-1

Enzimas com mais de uma fungao

A maxima “um gene-uma enzima”, formulada por George
Beadle e Edward Tatum em 1940 (ver Capitulo 24), seguiu
incontestada durante grande parte do século XX, assim
como ocorreu com a hipétese associada de que cada pro-
tefna possui apenas uma funcao. Recentemente, porém,
muitas exce¢oes admiraveis a essa simples férmula foram
descobertas — situa¢des nas quais uma tnica proteina codi-
ficada por um unico gene € claramente “moonlighting”,
cumprindo mais de uma funcao dentro da célula. A aconi-
tase é uma dessas protefnas: ela atua tanto como enzima
quanto como regulador da sintese proteica.

As células eucaridticas tém duas isoenzimas da aco-
nitase. A isoenzima mitocondrial converte citrato a iso-
citrato no ciclo do acido citrico. A isoenzima citosélica
possui duas fun¢des. Ela catalisa a conversdo de citrato
a isocitrato, fornecendo o substrato para uma isocitrato-
-desidrogenase citosdlica que produz NADPH com poder
redutor para a sintese de acidos graxos e outros proces-
sos anabdlicos no citosol. Também tem uma fun¢do na
homeostase celular do ferro.

Todas as células devem obter o ferro para a atividade
das muitas proteinas que o requerem como cofator. Em
humanos, a deficiéncia grave de ferro resulta em anemia,
em suprimento insuficiente de eritrécitos e em uma redu-
¢do da capacidade transportadora de oxigénio que podem
ser fatais. O excesso de ferro também é prejudicial: ele
se deposita e danifica o figado na hemocromatose e em
outras doencas. O ferro ingerido na dieta é transportado
na corrente sanguinea pela proteina transferrina e entra
nas células por meio da endocitose mediada pelo recep-
tor de transferrina. Uma vez dentro da célula, o ferro é
utilizado na sintese de hemes, citocromos, proteinas Fe-S
e outras proteinas dependentes de Fe, e 0 excesso de fer-

ro é armazenado em ligacdo com a proteina ferritina. Os
niveis de tranferrina, receptor de transferrina, e ferritina
sdo, portanto, cruciais para a homeostase celular de ferro.
A sintese dessas trés proteinas € regulada em resposta a
disponibilidade de ferro — e a aconitase, em uma de suas
funcdes, desempenha uma fungdo-chave na regulagao.

A aconitase tem um agrupamento Fe-S essencial no
sitio ativo (ver Figura 16-10). Quando uma célula é exau-
rida de ferro, esse agrupamento Fe-S é desmantelado e a
enzima perde sua atividade como aconitase. Entretanto, a
apoenzima (apoaconitase, carecendo do agrupamento Fe-
S) assim formada adquire agora sua segunda atividade — a
capacidade de ligar-se a sequéncias especificas nos mRNA
do receptor de transferrina e da ferritina, regulando dessa
maneira a sintese proteica ao nivel da traducio. Duas pro-
teinas reguladoras de ferro, IRP1 e IRP2 (IRP de tron
regulation protein), foram descobertas independente-
mente como reguladoras do metabolismo do ferro. Como
provado posteriormente, IRP1 é idéntica & apoaconitase
citosélica, e IRP2 é muito semelhante a IRP1 em estrutu-
ra e funcdo, porém, ao contrario de IRP1, IRP2 nao pode
ser convertida a aconitase enzimaticamente ativa. Ambas
IRP1 e IRP2 se ligam a regidoes nos mRNA que codificam
a ferritina e o receptor de transferrina, com consequén-
cias sobre a mobiliza¢do e a captacao de ferro. Essas se-
quéncias no mRNA fazem parte de estruturas em grampo
(p. 292) chamadas de elementos de resposta a ferro
(IRE, de 7ron response elements), localizadas nas extre-

[ferro] baixa [ferro] alta

1) = e
da

— Ggd
av

A IRP estd ligada ao elemento de resposta a ferro (IRE)? Sim Néo

ﬂ mRNA da ferritina
5' AAA(A), 3’

Traducdo do mRNA da ferritina ~ Reprimida Ativada
IRE Sintese de ferritina ~ Diminuida Aumentada
mRNA do receptor de
transferrina (TfR) " Lo
FIGURA Q-1 O efeito de IRP1 e IRP2 sobre ﬂ jt ﬂ ﬂ jt Estabilidade do rT\RNA doTfR Aumentada D!m!nwlda
os mRNA da ferritina e do receptor de trans- d IREs AAR), 37 sintese de TfR  Aumentada Diminuida
ferrina.
.
H Citrato
ANV o) B
6] /  COO
s Vi
\Fe\ \C(CHQ
FIGURA 16-10 Centro de ferro-enxofre da aconitase. O centro de Cys S\ l\ 4 | 0" |
ferro-enxofre estd em vermelho, e a molécula de citrato estd em azul. Trés Fe.—=S S C
residuos de Cys da enzima ligam trés &tomos de ferro; o quarto ferro estd ]/Fe—/; -00C ‘\H: B
ligado a um dos grupos carboxil do citrato e também interage nao cova- Cys—S/s/ Fé
lentemente com um grupo hidroxil do citrato (ligagdo descontinua). Um \
residuo basico (:B) na enzima auxilia no posicionamento do citrato no sitio S—Cys

ativo. O centro de ferro-enxofre atua na ligagdo do substrato e na catélise.
As propriedades gerais das proteinas ferro-enxofre estéo discutidas no Ca-
pitulo 19 (ver Figura 19-5).



midades 3" e 5" dos mRNA (Figura Q-1). Quando ligadas
a sequéncia IRE da regido 5’ nao traduzida do mRNA da
ferritina, as IRP bloqueiam a sintese de ferritina; quando
ligadas as sequéncias IRE da regido 3’ nao traduzida do
mRNA do receptor de transferrina, as IRP estabilizam o
mRNA, impedindo sua degradacio e possibilitando a sin-
tese de mais copias da proteina receptora por molécula de
mRNA. Assim, em células com deficiéncia de ferro, a cap-
tacdo de ferro torna-se mais eficiente e o armazenamento
de ferro (ligado a ferritina) é reduzido. Quando a concen-
tracdo celular de ferro retorna aos niveis normais, IRP1 é
convertida a aconitase, e IRP2 é degradada por protedlise,
encerrando a resposta aos baixos niveis de ferro.

A aconitase enzimaticamente ativa e a apoaconitase
com atividade reguladora (na segunda jornada da pro-
teina) apresentam estruturas diferentes. Como aconitase
ativa, a proteina tem dois lI6bulos que se fecham ao re-
dor do agrupamento Fe-S; como IRP1, os dois 16bulos se
abrem, expondo o sitio de ligacdo ao mRNA (Figura Q-2).

A aconitase é apenas uma de uma lista crescente de
enzimas conhecidas (ou presumidas) por realizarem uma
segunda funcado. Muitas das enzimas glicoliticas estao
incluidas nesse grupo. A piruvato-cinase atua no nucleo
para regular a transcri¢do de genes responsivos ao hor-
monio da tireoide. A gliceraldeido-3-fosfato-desidroge-
nase atua tanto como uracila-DNA-glicosilase, afetando
o reparo de DNA danificado, quanto como regulador da
transcri¢do da histona H2B. O cristalino dos olhos dos
vertebrados apresenta algumas enzimas glicoliticas mul-
tifuncionais, incluindo a fosfoglicerato-cinase, triose-fos-
fato-isomerase e lactato-desidrogenase.

Até recentemente, a descoberta de que uma proteina
tem mais de uma fung¢ao era principalmente uma ques-
tdo de sorte: dois grupos de pesquisadores estudando
duas questoes ndo relacionadas descobriam que “suas”
proteinas tinham propriedades similares, as comparavam
cuidadosamente e descobriam que elas eram idénticas.
Com o crescimento das bases de dados com sequéncias
de DNA e de proteinas anotadas, os pesquisadores ago-
ra podem investigar deliberadamente a multifuncionali-
dade das proteinas, procurando nas bases de dados por
qualquer outra proteina com a mesma sequéncia que a
proteina sob estudo, porém com func¢ao diferente. Isso
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também significa que uma proteina anotada nas bases
de dados como exercendo uma determinada fun¢do nao
necessariamente tenha apenas aquela funciao. O conhe-
cimento de proteinas com mais de uma funcdo também
pode explicar alguns resultados intrigantes: experimen-
tos nos quais uma proteina com uma funcao conhecida é
inativada por uma mutagdo, mas os organismos mutantes
resultantes apresentam um fenétipo sem uma relacdo éb-
via com aquela funcdo.

(a)
Fe-S

RNA
(b) /

FIGURAQ-2 Asduas formas da aconitase/IRP1 citosolica com duas fun-
¢oes distintas. (a) Na aconitase, os dois ldbulos principais estao fechados
e 0 agrupamento Fe-S estd completamente coberto; a proteina esta re-
presentada de forma transparente para exibir o agrupamento Fe-S (PDB
ID 2B3Y). (b) Na IRP1, os I6bulos se abrem, expondo um sitio de ligagao a
estrutura em grampo do mMRNA do substrato (PDB ID 2IPY).

MECANISMO-FIGURA 16-11
substrato, isocitrato, perde um carbono por descarboxilagdo oxidativa. Ver Fi-

(‘3007 ?007
(‘)HZ NAD®P)" NAD(P)H +H* C‘Hz
(o)
_ o Z / -~ £
H (‘j Ci- Isocitrato- H (‘z) 0\10\7
HO—C—H -desidrogenase CQO
e ° L
I\ O isocitrato é oxidado pela VAN
o O transferéncia do hidreto ao L O O
Isocitrato NAD* ou NADP™ (dependendo Oxalosuccinato

da isoenzima da isocitrato-
-desidrogenase).

Isocitrato-desidrogenase. Nesta reacdo, o

C\OOf C\OOf
CH CH.
COx o e
c4o c=0
e ‘ N 2+ e ‘
- C Mn C
A descarboxilacao VAN O rearranjo do VAN
| éfacilitadapelare- | O J O O

mogao dos elétrons
pelo carbonil
adjacente e pelo
Mn?" coordenado.

enol gera
a-cetoglutarato.

a-Cetoglutarato

gura 14-14 para mais informacées sobre rea¢des de transferéncia de hidretos
envolvendo NAD™ e NADP™.
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Ciclo do acido citrico Complexo da Oxidacao da
piruvato-desidrogenase isoleucina (leucina, valina)
i ? e
_ _ |
0O0OC—CHy—CHy —C—COO CH3—C—CO0O™ CH;—CH;—CH—C—COO™
a-Cetoglutarato Piruvato a-Cetoacido da
isoleucina
S-CoA S-CoA S-CoA
"
c0s NAD /6NAD+ 6NAD+
2 NADH CO2 NADH CO2 <. NADH
0 CHjs
. P / P
0O0OC—CHy—CHy *C\ CH3—C CHs—CHy;—CH— C\
S-CoA “S.CoA S-CoA
Succinil-CoA Acetil-CoA a-Metilbutiril-CoA

FIGURA 16-12 Um mecanismo conservado para a descarboxilagao
oxidativa. Asrotas mostradas empregam os mesmos cinco cofatores (piro-
fosfato de tiamina, coenzima A, lipoato, FAD e NAD™), complexos multienzi-
maticos muito parecidos, e 0 mesmo mecanismo enzimatico para efetuar a
descarboxilagao do piruvato (pelo complexo da piruvato-desidrogenase), do

com o grupo carbonil do oxalosuccinato intermedidrio,
que é formado transitoriamente, mas s6 deixa o sitio ativo
quando a descarboxilagdo o converte em a-cetoglutarato.
O Mn®" também estabiliza o enol formado transitoriamente
por descarboxilagao.

Em todas as células, existem duas formas diferentes de
isocitrato-desidrogenase, uma que exige NAD" como acep-
tor de elétrons e outra que exige NADP". As reacdes gerais
sdo, em outros aspectos, idénticas. Em células eucarioti-
cas, a enzima dependente de NAD encontra-se na matriz
mitocondrial e participa do ciclo do acido citrico. A prin-
cipal fun¢do da enzima dependente de NADP, encontrada
na matriz mitocondrial e no citosol, possivelmente seja a
producdo de NADPH, essencial para as reagdes redutoras
anabdlicas.

® Oxidacdo do c-cetoglutarato a succinil-CoA e (0,. A etapa
seguinte é outra descarboxilagdo oxidativa, na qual o a-
-cetoglutarato é convertido a succinil-CoA e CO, pela
acao do complexo da «a-cetoglutarato-desidrogena-
se; NAD" é o aceptor de elétrons e CoA é o transportador
do grupo succinil. A energia da oxidacdo do a-cetoglu-
tarato € conservada pela formacdo da ligacao tioéster da
succinil-CoA:

CoA-SH
"
CH,—C00~ NAD CH,—CO0~
\ NADH \ o0
CH, CH, + 2
‘ = C | dj ‘
C— COO omplexo da C—S-CoA
H a-cetoglutarato-desidrogenase H
a-Cetoglutarato Succinil-CoA
AG'® = —33,5 kJ/mol

a-cetoglutarato (no ciclo do 4cido citrico), e do esqueleto de carbono dos
trés aminodacidos ramificados, isoleucina (mostrado aqui), leucina e valina.
Uma quarta reagdo, catalisada pela glicina-descarboxilase, envolve um me-
canismo muito semelhante (ver Figura 20-22).

Essareacdo é essencialmente idéntica a reacao da piruvato-
-desidrogenase discutida anteriormente, e a sequéncia de
reacoes responsavel pela degradacdo dos aminodcidos com
cadeia ramificada (Figura 16-12). O complexo a-cetoglu-
tarato-desidrogenase é bastante semelhante ao complexo
da PDH em estrutura e funcdo. O complexo a-cetogluta-
rato-desidrogenase incorpora trés enzimas homélogas as
E,, E, e E; do complexo da PDH, e também contém TPP e
lipoato ligado a enzima, FAD, NAD e coenzima A. Ambos o0s
complexos sdo certamente derivados de um ancestral evo-
lutivo comum. Embora os componentes E; dos dois com-
plexos sejam estruturalmente similares, suas sequéncias de
aminodacidos diferem e, naturalmente, eles apresentam es-
pecificidades de ligacao diferentes: E; do complexo da PDH
liga-se ao piruvato, e E; do complexo da a-cetoglutarato-
-desidrogenase liga-se ao a-cetoglutarato. Os componentes
E, dos dois complexos também sao muito similares, ambos
contendo lipoil ligado covalentemente. As subunidades E,
sao idénticas nos dois complexos enzimaticos. O complexo
que degrada a-cetoacidos com cadeias ramificadas (ver Fi-
gura 18-28) catalisa a mesma sequéncia de reacdes utilizan-
do os mesmos cinco cofatores. Esse € um exemplo claro de
evolucao divergente, na qual os genes que codificam para
uma enzima com uma especificidade de substrato originam,
durante a evolu¢do, enzimas proximamente relacionadas
com especificidades de substrato diferentes, mas com o
mesmo mecanismo enzimatico.

© C(onversao de succinil-CoA a succinato. A succinil-CoA, como
a acetil-CoA, tem uma ligacdo tioéster com uma energia
livre padrdo de hidrélise grande e negativa (AG'°=~ —36
kJ/mol). Na proxima etapa do ciclo do dcido citrico, a ener-
gia liberada pelo rompimento dessa ligacao € utilizada para
impelir a sintese de uma ligacao fosfoanidrido no GTP ou
ATP, com um AG'® de apenas —2,9 kJ/mol. O succinato ¢
formado neste processo:



C‘Hrcoof GDP + P; GTP CoA-SH ?007
C‘Hz // C‘Hz
C—S-CoA Succinil-CoA-sintetase C‘HZ
CcOO~
Succinil-CoA Succinato

AG'° = —=2,9kJ/mol

A enzima que catalisa essa reagdo reversivel é chamada de
succinil-CoA-sintetase ou succinato-tiocinase; ambos
os nomes indicam a participa¢do de um nucleosideo trifos-
fatado na reacdo (Quadro 16-2).

Essa reacdo que poupa energia envolve uma etapa
intermedidria, na qual a prépria molécula da enzima é
fosforilada em um residuo de His no sitio ativo (Figura
16-13a). Esse grupo fosfato, que tem alto potencial de
transferéncia de grupo, é transferido ao ADP (ou GDP)
para a formacado de ATP (ou GTP). As células animais tém
duas isoenzimas da succinil-CoA-sintetase, uma especifi-
ca para ADP e outra para GDP. A enzima contém duas
subunidades, o (M, 32.000), que tem o residuo de ®-His
(His™®) e o sitio de ligacdo para CoA, e B (M, 42.000), que
confere a especificidade por ADP ou GDP. O sitio ativo se
situa na interface entre as subunidades. A estrutura do
cristal da succinil-CoA-sintetase revela duas “hélices elé-
tricas” (uma em cada subunidade), orientadas de maneira
que seus dipolos elétricos posicionem as cargas parciais
positivas préximas ao residuo His-® carregado negati-
vamente (Figura 16-13b), estabilizando o intermediario
fosfoenzima. (Relembre a funcdo similar das hélices bi-
polares na estabilizacio dos fons K' no canal de K*; ver
Figura 11-47.)

A formacao de ATP (ou GTP) a custa da energia libe-
rada pela descarboxilacdo oxidativa do a-cetoglutarato é
uma fosforilacdo ao nivel do substrato, como a sintese de
ATP nas reagoes glicoliticas catalisadas por gliceraldeido-3-
-fosfato-desidrogenase e piruvato-cinase (ver Figura 14-2).
O GTP formado pela succinil-CoA-sintetase pode doar o
grupo fosfato terminal ao ADP para formar ATP, em uma
reacao reversivel catalisada pela nucleosideo-difosfato-
-cinase (p. 526):

GTP + ADP == GDP + ATP AG" = 0 kJ/mol

FIGURA 16-13 A reacdo da succinil-CoA-sintetase. (a) Na etapa @, a
CoA da succinil-CoA ligada a enzima é substituida por um grupo fosfato, for-
mando um acil-fosfato de alta energia. Na etapa @, o succinil-fosfato doa
o grupo fosfato para um residuo de His da enzima, originando uma fosfo-
-histidil-enzima de alta energia. Na etapa ®, o grupo fosfato é transferido
do residuo de His ao fosfato terminal do GDP (ou ADP), formando GTP (ou
ATP). (b) Sitio ativo da succinil-CoA-sintetase de E. coli (derivado da estrutura
de PDB ID 1SCU). O sitio ativo inclui parte de ambas as subunidades, « (em
azul) e B (em marrom). As hélices carregadas (azul, marrom) posicionam as
cargas parciais positivas do dipolo da hélice préximas ao grupo fosfato de@
-His™ na cadeia a, estabilizando a enzima com a fosfo-histidina. As enzimas
de mamiferos e bactérias apresentam sequéncias de aminoacidos e estrutu-
ras tridimensionais similares.
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Desse modo, o resultado liquido da atividade de cada isoen-
zima da succinil-CoA-sintetase € a conservacao de energia
como ATP. Nao ha variacdo de energia livre na reacdo da
nucleosideo-difosfato-cinase; ATP e GTP sao energetica-
mente equivalentes.

(@ Succinil-CoA
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GTP His —

GDP |
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QUADRO 16-2 Sintases e sintetases; ligases e liases; cinases, fosfatases e fosforilases: sim, os nomes sao confusos!

A citrato-sintase é uma das muitas enzimas que catalisam
reacOes de condensacio, que geram um produto quimi-
camente mais complexo do que os precursores. Sinta-
ses catalisam rea¢oes de condensagao nas quais nenhum
nucleosideo trifosfatado (ATP, GTP e assim por diante) é
necessario como fonte de energia. Sintetases catalisam
reacoes de condensacio que de fato utilizam ATP ou ou-
tro nucleosideo trifosfatado como uma fonte de energia
para a reacao sintética. A succinil-CoA-sintetase € uma
destas enzimas. Ligases (do latim lzgare, “amarrar”) sdo
enzimas que catalisam reagoes de condensa¢do nas quais
dois dtomos sdo unidos, utilizando ATP ou outra fonte de
energia. (Portanto, sintetases sao ligases.) A DNA-ligase,
por exemplo, conserta quebras em moléculas de DNA,
utilizando energia suprida por ATP ou NAD"; essa enzi-
ma ¢é largamente utilizada na engenharia genética para
unir pedacos de DNA. Ligases ndo devem ser confundi-
das com liases, enzimas que catalisam clivagens (ou, na
reacdo inversa, adicdoes), nas quais ocorrem rearranjos
eletronicos. O complexo da PDH, que remove o CO, da
molécula de piruvato em uma reac¢ao de oxidacdo, é um
membro da ampla classe das liases.

O nome cinase ¢é aplicado a enzimas que transferem
um grupo fosfato de um nucleosideo trifosfatado, como o
ATP, para uma molécula aceptora — um agticar (como a
hexocinase e a glicocinase), uma proteina (como a glico-
génio-fosforilase-cinase), outro nucleotideo (como a nu-
cleosideo-difosfato-cinase) ou um intermedidrio metabo-
lico, como o oxaloacetato (como a PEP-carboxicinase). A
reacdo catalisada por uma cinase é uma fosforilagdo. Por
outro lado, a fosfordlise € uma reacdo de substituicao, na
qual o fosfato inorganico ataca uma ligacdo quimica e é
covalentemente ligado a molécula no ponto de quebra da
ligacao. Tais reagoes sdo catalisadas por fosforilases. A
glicogénio-fosforilase, por exemplo, catalisa a fosforélise
do glicogénio, produzindo glicose-1-fosfato. A desfosfo-
rilagdo, remoc¢ao de um grupo fosfato a partir de um és-
ter de fosfato, é catalisada por fosfatases, que utilizam

a agua como espécie atacante. A frutose-bifosfatase-1
converte frutose-1,6-bifosfato a frutose-6-fosfato na gli-
coneogénese, e a fosforilase-a-fosfatase retira os grupos
fosfato dos residuos de fosfosserina na glicogénio-fosfori-
lase fosforilada. Ufa!

Infelizmente, essas descri¢oes dos tipos de enzimas
se sobrepdem, e muitas enzimas sdo comumente chama-
das por dois ou mais nomes. A succinil-CoA-sintetase,
por exemplo, também é chamada de succinato-tiocinase;
a enzima é uma sintetase no ciclo do acido citrico e uma
cinase quando age no sentido da sintese de succinil-CoA.
Isso expoe outra fonte de confusdo na nomenclatura de
enzimas. Uma enzima pode ter sido descoberta com a
utilizacdo de um experimento no qual, por exemplo, A é
convertido em B. A enzima €, entdo, chamada de acordo
com essa reacdo. Trabalhos posteriores, entretanto, po-
dem mostrar que, na célula, a enzima funciona principal-
mente convertendo B a A. Geralmente, o primeiro nome
continua a ser utilizado, embora a funcdo metabdlica da
enzima fosse mais bem descrita nomeando-a pela reacdo
inversa. A enzima glicolitica piruvato-cinase ilustra esta
situacdo (p. 654). Para um principiante na bioquimica,
essa duplicacdo da nomenclatura pode ser desorientado-
ra. Comissoes internacionais tém feito esforcos heroicos
para sistematizar a nomenclatura das enzimas (ver Tabe-
la 6-3 para um breve resumo do sistema), porém alguns
nomes sistematicos sdo muito longos e complicados e nao
sdo utilizados no dia a dia bioquimico.

Ao longo deste livro, tentou-se utilizar os nomes en-
zimaticos mais comumente utilizados pelos bioquimicos
e chamar a aten¢do para os casos nos quais uma enzima
tem mais de um nome amplamente utilizado. Para infor-
macodes atualizadas sobre a nomenclatura enzimatica, re-
corra as recomendagoes da Comissdo de Nomenclatura
da Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecu-
lar (Nomenclature Committee of the International Union
of Biochemistry and Molecular Biology; www.chem.qmw.
ac.uk/iubmb/nomenclature/).

® Oxidacao do succinato a fumarato. O succinato formado a
partir da succinil-CoA € oxidado a fumarato pela flavopro-
teina succinato-desidrogenase:

COO™

| FAD FADH, H_ _COO~
H-C-H
| / I
H-C-H — C
(ljoo_ Succinato-desidrogenase _OOC/ \H
Succinato Fumarato
AG'® = 0 kJ/mol

Em eucariotos, a succinato-desidrogenase estd firme-
mente ligada 2 membrana mitocondrial interna; em bac-

térias, estd ligada a membrana plasmatica. A enzima con-
tém trés grupos ferro-enxofre diferentes e uma molécula
de FAD covalentemente ligada (ver Figura 19-10). Os
elétrons do succinato passam pelo FAD e pelos centros
de ferro-enxofre antes de entrarem na cadeia de trans-
portadores de elétrons da membrana mitocondrial inter-
na (da membrana plasmatica em bactérias). O fluxo dos
elétrons do succinato ao longo desses transportadores
até o aceptor de elétrons final, O,, é acoplado a sintese
de aproximadamente 1,5 molécula de ATP por par de elé-
trons (fosforilacdo acoplada a respiraciao). Malonato, ana-
logo do succinato normalmente ausente nas células, é um
forte inibidor competitivo da succinato-desidrogenase, e
sua adicdo a mitocondria bloqueia a atividade do ciclo do
acido citrico.
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© Hidratacao do fumarato a malato. A hidratacio reversivel
do fumarato a L-malato ¢é catalisada pela fumarase (for-
malmente, fumarato-hidratase). O estado de transigdo
dessa reacdo é um carbanion:

H COO~ - H COO~
\C/ OH \C’/
: — c‘ OH
,OOC/ \H Fumarase ,OOC/ \
H
Fumarato Carbanion do

estado de transicao

H+

Fumarase

AG'® = —3,8 kJ/mol

Essa enzima € altamente estereoespecifica; ela catalisa a
hidratacdo da ligacao dupla ¢rans do fumarato, mas nao
a da ligacao dupla cis do maleato (o isdbmero cis do fuma-
rato). Na direcdo inversa (de L-malato para fumarato), a
fumarase é igualmente estereoespecifica: pD-malato ndo é
um substrato.

H\ /COO’ H\ /COO’
i i
C C
7N
’OOC/ \H H CO0O~
Fumarato Maleato
CO0~ (‘300’
HO—C‘J—H H—(‘J—OH
i
CO0~ COO~
L-Malato D-Malato

O Oxidacao do malato a oxaloacetato. Na tltima reagéo do ci-
clo do acido citrico, a L-malato-desidrogenase ligada ao
NAD catalisa a oxidagdo de L-malato a oxaloacetato:
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$09" NAD*  NADH +H' coo™
HO—(llaH k / O:(|3
CH2 CHZ
| L-malato-desidrogenase |
COO~ COO~
L-Malato Oxaloacetato

AG'® = 29,7 kJ/mol

O equilibrio dessa reagao é muito deslocado para a esquer-
da sob as condicoes termodinamicas padrao, porém, nas
células intactas, o oxaloacetato é continuamente removido
pela reacao altamente exergonica da citrato-sintase (etapa
® da Figura 16-7). Isso mantém a concentracio celular de
oxaloacetato extremamente baixa (< lO’GM), deslocando a
reacdo da malato-desidrogenase no sentido da formacgao de
oxaloacetato.

Embora as reag¢des individuais do ciclo do acido citrico te-
nham sido inicialmente elucidadas 77 vitro, utilizando teci-
do muscular macerado, a via e sua regulagdo também tém
sido intensamente estudadas 7 vivo. Com a utilizagdo de
precursores marcados radioativamente, como ["*C]piruva-
toe [14C]acetato, 0s pesquisadores tém delineado o destino
de atomos de carbono individuais durante o ciclo do acido
citrico. Alguns dos experimentos iniciais com isétopos, en-
tretanto, produziram resultados inesperados, que origina-
ram consideravel controvérsia sobre a via e o mecanismo
do ciclo do acido citrico. Na verdade, esses experimentos
pareciam inicialmente mostrar que o citrato ndo era o pri-
meiro acido tricarboxilico formado. O Quadro 16-3 conta
alguns detalhes desse episédio da histéria da pesquisa do
ciclo do acido citrico. O fluxo metabdlico ao longo do ciclo
agora pode ser monitorado em tecidos vivos com o uso de
precursores marcados com ’C e espectroscopia por RMN.
Como o sinal de RMN é exclusivo do composto contendo
130, 0s bioquimicos podem determinar o movimento dos
carbonos dos precursores em cada intermedidrio do ciclo
e em compostos derivados destes intermedidrios. Essa téc-
nica é bastante promissora para os estudos da regulacdo do
ciclo do 4cido citrico e suas interconexdes com outras vias
metabdlicas, como a glicolise.

A energia das oxidacdes do ciclo é conservada de
maneira eficiente

Até aqui foi esmiucada uma rodada completa do ciclo do
acido citrico (Figura 16-14). Um grupo acetil com dois
carbonos entra no ciclo combinando-se com o oxaloaceta-
to. Dois dtomos de carbono saem do ciclo na forma de CO,
pela oxidagdo do isocitrato e do a-cetoglutarato. A energia
liberada por estas oxidacoes foi conservada pela reducao de
trés NAD" e um FAD e pela producao de um ATP ou GTP.
No final do ciclo, uma molécula de oxaloacetato foi regene-
rada. Lembre que os dois atomos de carbono que emergem
como CO, ndo sdo os mesmos dois carbonos que entraram
na forma de grupo acetil; rodadas adicionais sio necessa-
rias para que estes carbonos sejam liberados na forma de
CO, (Figura 16-7).
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QUADRO 16-3  Citrato: molécula simétrica que reage assimetricamente

&

Quando os compostos enriquecidos no isétopo de carbo-
no pesado “C e nos is6topos de carbono radioativos e
e "C se tornaram disponiveis cerca de 60 anos atrds, eles
foram imediatamente utilizados para definir o rumo dos
atomos de carbono durante o ciclo do acido citrico. Um
desses experimentos desencadeou a controvérsia sobre
a funcdo do citrato. Acetato marcado no grupo carboxil
(designado [1-"'Clacetato) foi incubado sob condicdes
aerobias com uma preparacao de tecido animal. O aceta-
to é enzimaticamente convertido a acetil-CoA nos tecidos
animais, e a via do carbono do carboxil marcado, agora
presente no grupo acetil, poderia assim ser determinada
durante o ciclo de reacoes. a-Cetoglutarato foi isolado do
tecido ap6s a incubacgdo, sendo entdo degradado quimi-
camente por meio de reacoes quimicas conhecidas para
estabelecer a(s) posi¢do(des) do carbono isotopico.
Esperava-se que a condensacio de oxaloacetato nao
marcado com acetato marcado no carboxil produzisse ci-
trato marcado em um dos dois grupos carboxil primarios.
O citrato é uma molécula simétrica, seus dois grupos car-
boxil terminais sao indistinguiveis. Consequentemente, era
esperado que metade das moléculas de citrato marcadas
originasse a-cetoglutarato marcado no grupo carboxil « e
que a outra metade originasse a-cetoglutarato marcado no
grupo carboxil vy: isto €, esperava-se que o a-cetoglutarato

isolado fosse uma mistura dos dois tipos de moléculas mar-
cadas (Figura Q-1, vias @ e @). Contrariando essas expec-
tativas, o a-cetoglutarato marcado isolado da suspensao de
tecido continha "“C somente no grupo carboxil y (Figura
QR-1, via @). Os investigadores concluiram que o citrato (ou
qualquer outra molécula simétrica) ndo poderia ser um in-
termedidrio da via entre acetato e a-cetoglutarato. Em vez
disso, um écido tricarboxilico assimétrico, presumivelmen-
te cis-aconitato ou isocitrato, deveria ser o primeiro pro-
duto formado pela condensacao de acetato e oxaloacetato.

Em 1948, entretanto, Alexandre Ogston mostrou que,
embora o citrato ndo tenha centro quiral (ver Figura
1-20), ele tem potencial para reagir assimetricamente
se a enzima com a qual ele interage possuir um sitio ati-
vo assimétrico. Ele sugeriu que o sitio ativo da aconitase
tinha trés pontos aos quais o citrato deveria estar liga-
do e que o citrato deveria posicionar-se de maneira a se
unir especificamente a esses trés pontos. Como visto na
Figura Q-2, a ligacdo do citrato aos trés pontos poderia
ocorrer de uma maneira apenas, e isso acarretaria na for-
macdo de um unico tipo de a-cetoglutarato marcado. Mo-
léculas organicas como o citrato, sem centro quiral, mas
potencialmente capazes de reagirem assimetricamente
com um sitio ativo assimétrico, sdo atualmente chamadas
de moléculas pré-quirais.

(‘JHZ—MCOO* YC‘HZ—MCOO*
) CH—C00~ — ‘CH,
CH;—COO \ ol
Acetato marcado CH,—14C00"~ HO—CH—COO~ 0=C—CO00~
+ > Hof(‘jfcoof Apenas este produto
‘ foi formado.
OZ(\D*COO’ CH,—COO~ \
.. @ . — Y, . —
CH,—COO~ Citrato marcado (EHQ COO B(EHZ COO
Oxaloacetato (‘Z'H*COO_ — (‘JH*COO_
HO—CH—14C00"~ 0=C—14C00~
Isocitrato

FIGURAQ-1

Incorporacao do carbono isotépico (*C) do grupo acetil mar-
cado ao a-cetoglutarato durante o ciclo do écido citrico. Os dtomos de car-

Esta segunda forma
de a-cetoglutarato
marcado também
era esperada, mas
nao foi formada.

bono do grupo acetil reagente estao representados em vermelho.

(Izﬂzcoo* e z
igacdo
C /— suscetivel |
HO™ |~ CH,COO™ X 1>z
CO0~ Y

(a) (b)

FIGURA Q-2 A natureza pré-quiral do citrato. (a) Estrutura do citrato;
(b) representacdo esquematica do citrato: X = —OH;Y = —COO ; Z =
—CH,COO . (c) Encaixe complementar correto do citrato ao sitio de liga-

Esta ligagao Esta ligagao pode
ndo pode ser ser posicionada

posicionada 7Z corretamente e
— | )
corretamente C é atacada.

enaoé X/ \Z
atacada.
bY
R
O sitio ativo tem
pontos de
ligagcdo comple-
mentares.

(c)

¢ao da aconitase. Existe apenas uma maneira na qual os trés grupos espe-
cificados do citrato podem encaixar-se aos trés pontos do sitio de ligagao.
Portanto, apenas um dos dois grupos —CH,COO " liga-se a aconitase.
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FIGURA 16-14 Produtos de uma rodada do ciclo do acido citrico A
cada rodada do ciclo do acido citrico, trés moléculas de NADH, uma de
FADH,, uma de GTP (ATP) e duas de CO, sdo liberadas em reagdes de des-
carboxilagao oxidativa. Aqui, e em algumas das figuras seguintes, todas as
reacoes do ciclo esto representadas como se elas ocorressem em apenas
uma direcdo, lembre-se, entretanto, que a maioria das reagdes sao reversiveis
(ver Figura 16-7).

Embora o ciclo do acido citrico gere diretamente so-
mente um ATP por rodada (na conversido de succinil-CoA
a succinato), as quatro etapas de oxidacado do ciclo abas-
tecem a cadeia respiratoria, via NADH e FADH,, com um
grande fluxo de elétrons e, assim, levam a formacao de um
grande numero de moléculas de ATP durante a forforilacao
oxidativa.

TABELA 16-1

PRINCIPIOS DE BIOQUIMICA DE LEHNINGER 649

Foi visto no Capitulo 14 que o rendimento energético
da producao de duas moléculas de piruvato a partir de uma
molécula de glicose € de 2 ATP e 2 NADH. Na fosforilagao
oxidativa (Capitulo 19), a passagem de dois elétrons do
NADH ao O, impele a formacao de aproximadamente 2,5
ATP, e a passagem de dois elétrons do FADH, ao O, rende
cerca de 1,6 ATP. Essa estequiometria nos permite calcular
o rendimento global em ATP da oxida¢do completa da gli-
cose. Quando ambas as moléculas de piruvato sdo oxidadas
a 6 CO, via complexo da piruvato-desidrogenase e ciclo do
acido citrico, e os elétrons sao transferidos ao O, via fosfori-
lacao oxidativa, 32 ATPs sao obtidos por molécula de glico-
se (Tabela 16-1). Em nimeros redondos, isto representa a
conservacao de 32 X 30,5 kJ/mol = 976 kJ/mol, ou 34% do
maximo tedrico de cerca de 2.840 kJ/mol disponibilizados
pela oxidacdo completa da glicose. Esses calculos utilizam
as variacoes de energia livre padrao; quando corrigidos para
a energia livre de fato requerida para a formacgdo de ATP
dentro das células (ver Problema Resolvido 13-2, p. 519), a
eficiéncia calculada do processo aproxima-se de 65%.

Por que a oxidacao do citrato é tao complicada?

Um processo ciclico em oito etapas para a oxidacdo de
simples grupos acetil de dois carbonos a CO, pode parecer
desnecessariamente complicado e em discordancia com o
principio biolégico de economia maxima. A funcdo do ci-
clo do 4cido citrico, entretanto, ndo se restringe a oxidagao
do acetato. Essa via € o pivd do metabolismo intermediario.
Produtos finais com quatro e cinco carbonos originarios de
muitos processos catabolicos sao utilizados para alimenta-
rem o ciclo e servirem como combustiveis. Oxaloacetato e
a-cetoglutarato, por exemplo, sio produzidos a partir de
aspartato e glutamato, respectivamente, quando proteinas

Estequiometria da redugdo de coenzimas e formagao de ATP na oxidagao aerdbia da glicose via glicélise, reacao do complexo da

piruvato-desidrogenase, ciclo do dcido citrico e fosforilacao oxidativa

Nimero de ATP ou coenzimas Nimero de ATP formados
Reacao reduzidas diretamente formados no final do processo*
Glicose — glicose-6-fosfato -1 ATP -1
Frutose-6-fosfato — frutose-1,6-bifosfato -1 ATP -1
2 Gliceraldeido-3-fosfato —> 2 1,3-bifosfoglicerato 2 NADH 3oub’
2 1,3-Bifosfoglicerato — 2 3-fosfoglicerato 2 ATP 2
2 Fosfoenolpiruvato — 2 piruvato 2 ATP 2
2 Piruvato — 2 acetil-CoA 2 NADH 5
2 Isocitrato —> 2 a-cetoglutarato 2 NADH 5
2 a-Cetoglutarato —> 2 succinil-CoA 2 NADH 5
2 Succinil-CoA — 2 succinato A ATP (ou 2 GTP) 2
2 Succinato — 2 fumarato 2 FADH, 3
2 Malato — 2 oxaloacetato 2 NADH 5
Total ﬁ

* Calculado como 2,5 ATP por NADH e 1,5 ATP por FADH,. Um valor negativo indica consumo.
"0 nimero formado é 3 ou 5, dependendo do mecanismo utilizado para a transferéncia de equivalentes de NADH do citosol para a matriz mitocondrial; ver Figuras

19-30 e 19-31.
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FIGURA16-15 Precursores biossintéticos produzidos por um ciclo do
acido citrico incompleto em bactérias anaerdbias. Estes organismos
anaerdbios carecem de a-cetoglutarato-desidrogenase e, portanto, nao
podem efetuar o ciclo do dcido citrico completo. a-Cetoglutarato e succinil-
-CoA sdo precursores em diversas vias biossintéticas. (Ver Figura 16-14 para o
sentido "normal” destas reacdes no ciclo do acido citrico.)

sdo degradadas. Sob determinadas circunstancias metabé-
licas, intermedidrios sdo drenados do ciclo para serem uti-
lizados como precursores em diferentes vias biossintéticas.

O ciclo do &cido citrico, como todas as outras vias meta-
bélicas, € um produto da evolucao, e essa evolucao ocorreu
em grande parte antes do surgimento dos organismos aero-
bios. Ele ndo necessariamente representa a via masis curta
entre acetato e CO,, mas € a via que, ao longo do tempo, tem
conferido a maior vantagem seletiva. Anaerébios primitivos
muito provavelmente utilizavam algumas das reagoes do
ciclo do acido citrico em processos biossintéticos lineares.
Na verdade, alguns microrganismos atuais utilizam um ci-
clo do 4cido citrico incompleto ndo como fonte de energia,
mas de precursores biossintéticos (Figura 16-15). Esses
organismos utilizam as trés primeiras reacdes do ciclo para
sintetizarem a-cetoglutarato, porém, como carecem de «a-
-cetoglutarato-desidrogenase, ndo podem realizar o conjunto
completo das reagoes do ciclo do acido citrico. O que esses
organismos de fato possuem sdo as quatro enzimas que cata-
lisam a conversao reversivel de oxaloacetato a succinil-CoA e
podem produzir malato, fumarato, succinato e succinil-CoA a
partir de oxaloacetato, em uma inversao do sentido “normal”
(oxidativo) do fluxo do ciclo. Essa via € uma fermentacao, e
o NADH produzido pela oxidagdo do isocitrato € reciclado a
NAD" pela reducéo do oxaloacetato a succinato.

Com a evolucdo das cianobactérias, que produzem O, a
partir de dgua, a atmosfera da Terra tornou-se aerébia e os
organismos sofreram uma pressao seletiva para o desenvol-
vimento do metabolismo aerébio, o qual é muito mais efi-
ciente do que a fermentacao anaerobia.

0s componentes do ciclo do acido citrico sao importantes
intermediarios da biossintese

Em organismos aerébios, o ciclo do écido citrico € uma via
anfibolica, ou seja, que serve a processos catabdlicos e
anabdlicos. Além do papel no catabolismo oxidativo de car-
boidratos, acidos graxos e aminodcidos, o ciclo fornece pre-
cursores para muitas vias de biossintese (Figura 16-16),
por meio das reagdes que serviram a esse mesmo proposito
em ancestrais anaerdbios. a-Cetoglutarato e oxaloacetato
podem, por exemplo, ser os precursores dos aminoacidos
aspartato e glutamato por simples transaminacao (Capitulo
22). Por meio do aspartato e do glutamato, os carbonos do
oxaloacetato e a-cetoglutarato sdo, entdo, utilizados para a
sintese de outros aminoacidos, assim como para a sintese
de nucleotideos de purinas e pirimidinas. O oxaloacetato
é convertido em glicose na gliconeogénese (ver Figura 15-
13). A succinil-CoA é um intermediario central para a sin-
tese do anel porfirinico dos grupos heme, que agem como
transportadores de oxigénio (na hemoglobina e na mioglo-
bina) e transportadores de elétrons (nos citocromos) (ver
Figura 22-25). E o citrato produzido por alguns organismos
é utilizado comercialmente para uma grande variedade de
propoésitos.

Reacbes anaplerdticas repdem os intermediarios do
ciclo do acido citrico

Conforme os intermediarios do ciclo do acido citrico sdo
removidos para servirem como precursores na biossintese,
eles sdo repostos por reacoes anapleroticas (Figura 16-
16; Tabela 16-2). Sob circunstancias normais, ha um equili-
brio dinamico nas rea¢des que desviam os intermedidrios a
outras vias e os repdem, de modo que as concentracoes dos
intermedidrios do ciclo do acido citrico permanecam quase
constantes.

A Tabela 16-2 mostra as reagdes anapleroéticas mais co-
muns, as quais, em varios tecidos e organismos, convertem
ou piruvato ou fosfoenolpiruvato a oxaloacetato ou mala-
to. A reacdo anaplerética mais importante no figado e nos
rins de mamiferos € a carboxilacao reversivel do piruvato
pelo CO, para a formacao de oxaloacetato, catalisada pela
piruvato-carboxilase. Quando o ciclo do acido citrico
esta deficiente em oxaloacetato ou qualquer outro inter-
medidrio, o piruvato é carboxilado para produzir mais oxa-
loacetato. A adi¢do enzimatica de um grupo carboxil ao pi-
ruvato requer energia, que € suprida pelo ATP — a energia
livre necessaria para unir um grupo carboxil ao piruvato é
aproximadamente igual a energia livre disponibilizada pelo
ATP.

A piruvato-carboxilase é uma enzima de regulacio es-
sencialmente inativa na auséncia de acetil-CoA, seu modu-
lador alostérico positivo. Sempre que a acetil-CoA, o com-
bustivel do ciclo do acido citrico, esta presente em excesso,
ela estimula a reac¢do da piruvato-carboxilase para a pro-
ducao de mais oxaloacetato, permitindo que o ciclo utilize
mais acetil-CoA na reacio da citrato-sintase.

As outras reacoes anapleréticas mostradas na Tabela
16-2 também sdo reguladas de modo a manter o nivel dos
intermedidrios suficientemente alto para sustentar a ativi-



Glicose
” Piruvato-carboxilase

PEP-carboxicinase

/\

Fosfoenolpiruvato (PEP)

PEP-carboxilase

 /

Serina

Malato

Enzima \

malica

Aspartato

Asparagina
Glicina IR

N

Piruvato

Cisteina
Fenilalanina Pirimidinas
Tirosina

Triptofano

FIGURA 16-16 Papel do ciclo do acido citrico no anabolismo. Inter-
medidrios do ciclo do &cido citrico sdo desviados como precursores de mui-

dade do ciclo do acido citrico. A fosfoenolpiruvato-carbo-
xilase, por exemplo, € ativada pelo intermediario glicoliti-
co frutose-1,6-bifosfato, que se acumula quando o ciclo do
acido citrico processa muito lentamente o piruvato gerado
pela glicdlise.

A biotina da piruvato-carboxilase transporta

grupos C0,

A reacgdo da piruvato-carboxilase requer a vitamina bioti-
na (Figura 16-17), que é o grupo prostético da enzima. A

biotina tem uma funcdo-chave em muitas reacoes de car-
boxilacdo. Ela é um transportador especializado dos gru-
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tas vias biossintéticas. Em vermelho aparecem quatro reacdes anaplerdticas
que repdem os intermedidrios do ciclo esgotados (ver Tabela 16-2).

pos de um carbono em sua forma mais oxidada: CO,. (A
transferéncia de grupos de um carbono em formas mais
reduzidas é mediada por outros cofatores, particularmente
tetra-hidrofolato e S-adenosilmetionina, como descrito no
Capitulo 18.) Os grupos carboxil sao ativados em uma rea-
¢ao que une o CO, a biotina ligada & enzima com consumo
de ATP. Esse CO, “ativado” passa a um aceptor (piruvato,
nesse caso) em uma reacao de carboxilacao.

A piruvato-carboxilase tem quatro subunidades idén-
ticas, cada uma contendo uma molécula de biotina ligada
covalentemente por uma ligacdo amida com o grupo amino
& de um residuo de Lys especifico presente no sitio ativo da
enzima. A carboxilagdo do piruvato ocorre em duas etapas

Reacao

Tecido(s)/organismo(s)

Piruvato-carboxilase
B ——————

Piruvato + HCO, + ATP

PEP-carboxicinase

Fosfoenolpiruvato + CO, + GDP

PEP-carboxilase

Fosfoenolpiruvato + HCO, oxaloacetato + P,

Enzima malica

Piruvato + HCO, + NAD(P)H

oxaloacetato + ADP + P,

oxaloacetato + GTP

malato + NAD(P)*

Figado, rins
Coracao, musculo esquelético
Vegetais superiores, leveduras, bactérias

Amplamente distribuida em eucariotos e bactérias
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MECANISMO-FIGURA 16-17 O papel da biotina na reacao catalisada
pela piruvato-carboxilase. A biotina estd ligada a enzima por uma liga-
¢ao amida com o grupo e-amino de um residuo de Lys, formando a enzi-
ma biotinilada. A reacdo de carboxilacdo mediada pela biotina ocorre em
duas fases, geralmente catalisadas em sitios ativos separados da enzima,
como exemplificado pela reacéo da piruvato-carboxilase. Na primeira fase
(etapas @ a ©), o bicarbonato é convertido a CO,, mais ativo, sendo entéo
utilizado para carboxilar a biotina. A biotina atua como um transportador,
carregando o CO, de um sitio ativo ao outro, localizado em um monémero
adjacente da enzima tetramérica (etapa @). Na segunda fase (etapas @ a
@), catalisada neste segundo sftio ativo, o CO, reage com o piruvato para
formar oxaloacetato.

‘O\ //O
(‘3 Oxaloacetato
?:O
CH, O enol-piruvato
| (0] ) reage com CO,,
C Enol-piruvato S
7\
O O 7 HN NH O O oxaloacetato.
\ \C//
O oxaloacetato (‘;f\(y
é liberado. l (6]
S O\C CH,
N
\O
(0] (0]
NH

(Figura 16-17): primeiro, um grupo carboxil derivado do
HCO, ¢ ligado a biotina, sendo entdo transferido ao piru-
vato para formar oxaloacetato. Essas duas etapas ocorrem
em sitios ativos separados; o longo e flexivel braco da bio-
tina transfere os grupos carboxil ativados do primeiro sitio
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ativo (em um dos monémeros do tetramero) ao segundo
(no monomero adjacente), funcionando muito similarmen-
te ao longo braco de lipoil-lisina de E, no complexo da PDH
(Figura 16-6) e ao longo braco da porc¢do similar a CoA da
proteina transportadora de acilas envolvida na sintese de
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FIGURA 16-18 Conectores biolégicos. Os cofatores lipoato, biotina e a
combinacdo de B-mercaptoetilamina e pantotenato formam longos bra-
cos flexiveis (em azul) nas enzimas as quais estao covalentemente ligados,
atuando como conectores que movem os intermedidrios de um sftio ativo
ao outro. O grupo sombreado em vermelho €, em cada caso, o ponto de
ligagao do intermediario ativado ao conector.

acidos graxos (ver Figura 21-5); essas proteinas sdo com-
paradas na Figura 16-18. O lipoato, a biotina e o pantote-
nato entram nas células por meio do mesmo transportador,
todos se tornam covalentemente ligados a proteinas por
reacdes similares, e todos originam um conector flexivel
que possibilita que os intermedidrios da reagdo se movam
de um sitio ativo a outro em um complexo enzimatico sem
dissociarem-se do complexo — isto €, todos participam da
canalizacdo do substrato.

A biotina é uma vitamina essencial da dieta humana,;
ela é abundante em muitos alimentos e € sintetizada por
bactérias intestinais. A deficiéncia de biotina é rara, mas
pode algumas vezes ser causada por uma dieta rica em
ovos crus. A clara do ovo contém grande quantidade da
proteina avidina (4/, 70.000), que se liga com muita afini-
dade a biotina e impede sua absorc¢do no intestino. A avidi-
na do ovo pode ser um mecanismo de defesa para o poten-
cial embrido da ave, inibindo o crescimento de bactérias.
Quando os ovos sdo cozidos, a avidina é desnaturada (e,
portanto, inativada), juntamente com todas as outras pro-
teinas da clara do ovo. A avidina purificada € um reagente
muito util na bioquimica e na biologia celular. Uma pro-
teina covalentemente ligada a biotina (obtida experimen-
talmente ou produzida 7 vivo) pode ser purificada por
cromatografia de afinidade (ver Figura 3-17¢) com base na
forte afinidade da biotina pela avidina. A proteina é, entao,
eluida da coluna com excesso de biotina livre. A afinidade
muito alta da biotina pela avidina também é utilizada em
laboratoério para unir duas estruturas, agindo como cola
molecular (ver Figura 19-27).
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RESUMO0 16.2  Reacdes do ciclo do dcido citrico

» O ciclo do acido citrico (ciclo de Krebs, ciclo do aci-
do tricarboxilico [TCA]) é uma via catabdlica central
e praticamente universal por meio da qual os compos-
tos derivados da degradacdo de carboidratos, gorduras
e proteinas sdo oxidados a CO,, com a maior parte da
energia da oxidagdo temporariamente armazenada nos
transportadores de elétrons FADH, e NADH. Durante
o metabolismo aerdbio, esses elétrons sdo transferidos
ao O,, e a energia do fluxo de elétrons é capturada na
forma de ATP.

P> A acetil-CoA entra no ciclo do 4cido citrico (na mitocon-
dria de eucariotos, no citosol em bactérias) quando a
citrato-sintase catalisa sua condensacdo com o oxaloa-
cetato para a formacao de citrato.

> Em sete reagdes sequenciais, incluindo duas descarbo-
xilagoes, o ciclo do dcido citrico converte citrato a oxa-
loacetato e libera dois CO,. A via é ciclica, de modo que
os intermediarios ndo sio exauridos; para cada oxaloa-
cetato consumido na via, um é produzido.

» Para cada acetil-CoA oxidada pelo ciclo do acido citri-
co, 0 ganho de energia consiste em trés moléculas de
NADH, uma de FADH, e um nucleosideo trifosfatado
(ATP ou GTP).

P Além da acetil-CoA, qualquer composto que origine um
intermediario do ciclo do acido citrico com quatro ou
cinco carbonos — por exemplo, os produtos da degrada-
¢do de muitos aminoacidos — podem ser oxidados pelo
ciclo.

P O ciclo do acido citrico é anfibdlico, servindo ao catabo-
lismo e ao anabolismo; os intermediarios do ciclo podem
ser desviados e utilizados como material de partida para
diversos produtos da biossintese.

P Quando os intermediarios sao desviados do ciclo do
acido citrico para outras vias, eles sao repostos por al-
gumas reacoes anaplerodticas, que produzem interme-
diarios de quatro carbonos por meio da carboxilacao de
compostos de trés carbonos; essas reacoes sdo catalisa-
das por piruvato-carboxilase, PEP-carboxicinase, PEP-
-carboxilase e enzima malica. Enzimas que catalisam
carboxilacoes comumente utilizam a biotina para ativar
o CO, e transporta-lo a aceptores, como piruvato ou fos-
foenolpiruvato.

16.3 Regulagao do ciclo do acido citrico

Como foi analisado no Capitulo 15, a regulacdo de enzimas-
-chave em vias metabdlicas, por meio de efetores alostéri-
cos e modificacdo covalente, garante a producio dos inter-
mediarios nas taxas necessarias para manter a célula em
um estado de equilibrio estavel enquanto evita o desperdi-
cio de uma superproducao. O fluxo de dtomos de carbono
que entram no ciclo do acido citrico a partir do piruvato, e
também durante o curso do ciclo, estd sob constante regu-
lacdo em dois niveis: a conversdo de piruvato a acetil-CoA,
o material de partida do ciclo (a reacdo da piruvato-desi-
drogenase), e a entrada da acetil-CoA no ciclo (a reacdo
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da citrato-sintase). A acetil-CoA também é produzida por
outras vias que nao a reacdo do complexo da PDH — a maio-
ria das células produz acetil-CoA pela oxidacdo de acidos
graxos e certos aminoacidos — e a disponibilidade de inter-
medidrios a partir dessas vias € importante para a regulacao
da oxidacdo do piruvato e do ciclo do acido citrico. O ciclo
também € regulado nas reagoes da isocitrato-desidrogenase
e da a-cetoglutarato-desidrogenase.

A producao de acetil-CoA pelo complexo
piruvato-desidrogenase é regulada por

mecanismos alostéricos e covalentes

O complexo da PDH de mamiferos € fortemente inibido por
ATP e por acetil-CoA e NADH, os produtos da reacao cata-
lisada pelo complexo (Figura 16-19). A inibicao alostérica
da oxidacao do piruvato é muito aumentada quando acidos
graxos de cadeia longa estdo disponiveis. AMP, CoA e NAD™
se acumulam quando muito pouco acetato flui para dentro
do ciclo, ativando alostericamente o complexo da PDH.
Portanto, essa enzima € desativada quando o combustivel
estd disponivel em grande quantidade, na forma de acidos
graxos e acetil-CoA, e quando as razdes celulares [ATP]/

Oxaloacetato

FIGURA16-19 Regulacao do fluxo dos metabdlitos a par-
tir do complexo da PDH durante o ciclo do acido citrico
em mamiferos. O complexo da PDH ¢é alostericamente ini-
bido quando as razdes [ATP]/[ADP], [INADHI/[NAD'] e [acetil-
-CoAJ/[CoA] estao elevadas, indicando um estado metabolico
com energia suficiente. Quando estas razdes decrescem, o re-
sultado é a ativagao alostérica da oxida¢do do piruvato. A veloci-
dade do fluxo pelo ciclo do 4cido citrico pode ser limitada pela
disponibilidade dos substratos da citrato-sintase, oxaloacetato
e acetil-CoA, ou de NAD", o qual é exaurido pela converséo a
NADH, retardando as trés etapas de oxidacdo dependentes de
NAD. A inibicao por retroalimentacdo por succinil-CoA, citrato
e ATP também diminui a velocidade do ciclo pela inibicdo de
etapas iniciais. No tecido muscular, o Ca”* estimula a contracéo
e, como mostrado aqui, estimula o metabolismo gerador de
energia para repor o ATP consumido durante a contragao.

Malato

Malato-desidrogenase

[ADP] e [NADHJ/[NAD '] estao elevadas, e a enzima é ati-
vada novamente quando a demanda de energia esta alta e
a célula necessita de um maior fluxo de acetil-CoA para o
ciclo do 4acido citrico.

Em mamiferos, esses mecanismos de regulacio alosté-
ricos sdo complementados por um segundo nivel de regu-
lacdo: a modificacdo covalente das proteinas. O complexo
da PDH ¢€ inibido pela fosforila¢io reversivel de um residuo
de Ser especifico em uma das duas subunidades E,;. Como
mencionado anteriormente, além das enzimas E,, E, e E,,
o complexo da PDH de mamiferos contém duas proteinas
de regulacao, cujo Unico propésito é regular a atividade do
complexo. A piruvato-desidrogenase-cinase fosforila e, des-
sa maneira, inativa E;, enquanto uma fosfoproteina-fosfata-
se especifica remove o grupo fosfato por hidrolise e, desta
maneira, ativa ;. A cinase € alostericamente ativada por
ATP: quando a [ATP] esta elevada (refletindo um suprimen-
to de energia adequado), o complexo da PDH é inativado
pela fosforilacao de E;. Quando [ATP] diminui, a atividade
da cinase diminui e a acdo da fosfatase remove o grupo fos-
fato de E,, ativando o complexo.

O complexo da PDH de plantas, localizado na matriz
mitocondrial e em plastideos, é inibido por seus produtos,
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NADH e acetil-CoA. A enzima mitocondrial vegetal também
é regulada pela fosforilagdo reversivel; o piruvato inibe a
cinase, ativando o complexo da PDH, e NH4+ estimula a ci-
nase, causando a inativacdo do complexo. O complexo da
PDH de E. coli estéa sob regulacao alostérica similar aquela
da enzima de mamiferos, mas niao parece ser regulado por
fosforilagao.

0 ciclo do acido citrico é requlado nas trés etapas
exergonicas

O fluxo de metabdlitos durante o curso do ciclo do acido
citrico € mantido sob regulacao rigorosa. Trés fatores con-
trolam a velocidade do fluxo no ciclo: disponibilidade de
substrato, inibicdo pelos produtos acumulados e inibicdo
alostérica por retroalimentagdo das enzimas que catalisam
as etapas iniciais do ciclo.

Cada uma das trés etapas fortemente exergonicas do
ciclo — aquelas catalisadas por citrato-sintase, isocitrato-
-desidrogenase e a-cetoglutarato-desidrogenase (Figura
16-19) — podem tornar-se a etapa limitante da velocidade
sob algumas circunstancias. A disponibilidade dos subs-
tratos da citrato-sintase (acetil-CoA e oxaloacetato) va-
ria com o estado metabdlico da célula e, as vezes, limi-
ta a taxa de formacao de citrato. O NADH, produto da
oxidacgao do citrato e do a-cetoglutarato, acumula-se sob
determinadas condicdes, e em alta [NADHJ/[NAD"] am-
bas as reacdes de desidrogenacao sdo fortemente inibi-
das pela acdo das massas. Na célula, de maneira similar, a
reacdo da malato-desidrogenase esta essencialmente em
equilibrio (ou seja, € limitada pelo substrato), e quando a
[NADH]/[NAD'] estd alta, a concentracio de oxaloaceta-
to estd baixa, desacelerando a primeira etapa do ciclo. O
acumulo de produto inibe as trés etapas limitantes do ci-
clo: a succinil-CoA inibe a a-cetoglutarato-desidrogenase
(e também a citrato-sintase); o citrato bloqueia a citrato-
-sintase; e o produto final, ATP, inibe a citrato-sintase e
a isocitrato-desidrogenase. A inibicdo da citrato-sintase
pelo ATP é abrandada por ADP, um ativador alostérico
dessa enzima. Nos musculos dos vertebrados, Caz+, 0 si-
nalizador para a contracdo e o aumento concomitante na
demanda de ATP, ativa a isocitrato-desidrogenase e a a-
-cetoglutarato-desidrogenase, assim como ativa o comple-
xo da PDH. Dessa forma, as concentracoes dos substratos
e dos intermediarios do ciclo do acido citrico ajustam o
fluxo dessa via para a velocidade que forneca as concen-
tragoes 6timas de ATP e NADH.

Sob condigdes normais, as velocidades da glicolise e do
ciclo do acido citrico estdo integradas de modo que a quan-
tidade de glicose metabolizada a piruvato seja exatamente
a quantidade suficiente para suprir o ciclo do acido citri-
co com o seu combustivel, os grupos acetil da acetil-CoA.
Piruvato, lactato e acetil-CoA normalmente sdo mantidos
nas concentracoes do estado estaciondrio. A velocidade da
glicolise € vinculada a velocidade do ciclo do acido citrico
nao apenas por meio da inibicdo pelos altos niveis de ATP e
NADH, os quais sdo comuns a ambos os estagios da oxida-
¢ao da glicose, a via glicolitica e a respiracdo, mas também
é regulada pela concentracao de citrato. Citrato, o produto
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da primeira etapa do ciclo do acido citrico, € um importan-
te inibidor alostérico da fosfofrutocinase-1 na via glicolitica
(ver Figura 15-16).

A canaliza¢ao do substrato em complexos
multienzimaticos pode ocorrer durante o
ciclo do acido citrico

Embora as enzimas do ciclo do acido citrico normalmen-
te sejam descritas como componentes soliiveis da matriz
mitocondrial (exceto pela succinato-desidrogenase, que é
ligada a membrana), evidéncias crescentes sugerem que,
dentro da mitocéndria, essas enzimas existem como com-
plexos multienzimaticos. A abordagem classica da enzimo-
logia — a purificacdo de proteinas isoladas a partir de ex-
tratos de células lisadas — foi utilizada com grande sucesso
para as enzimas do ciclo do acido citrico. Entretanto, a
primeira “vitima” da lise celular € o alto nivel de organiza-
cao da célula — as interagdes nao covalentes e reversiveis
de uma proteina com a outra, ou entre enzimas e algum
componente estrutural, como membranas, microtiibulos
ou microfilamentos. Quando as células sdo rompidas, seus
conteudos, incluindo enzimas, sdo diluidos 100 ou 1.000
vezes (Figura 16-20).

Varios tipos de evidéncias sugerem que, nas células,
0s complexos multienziméaticos asseguram a passagem

Em um extrato de células

lisadas, a diluicdo com solucao
tampao reduz as concentragoes
das enzimas 1, 2 e 3, favorecendo
sua dissociagao.

No citosol, altas concentracoes
dasenzimas1,2e3
favorecem sua associagao.

FIGURA16-20 A diluicdo de uma solucdo contendo um complexo proteico
néo ligado covalentemente — como um constituido por trés enzimas (ilustra-
das aqui em vermelho, azul e verde) — favorece a dissociacdo do complexo
em seus constituintes.
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eficiente do produto de uma reagido enzimatica para a
préoxima enzima da via. Tais complexos sdo chamados
de metabolons. Certas enzimas do ciclo do acido citri-
co tém sido isoladas em conjunto como complexos su-
pramoleculares, ou tém sido encontradas em associacdo
com a membrana mitocondrial interna, ou se difundem
na matriz mitocondrial mais lentamente do que o espe-
rado para proteinas isoladas em solucdo. Existem fortes
evidéncias da canalizacdo de substratos por complexos
multienzimaticos em outras vias metabodlicas, e muitas
enzimas consideradas “soltiveis” provavelmente atuam
na célula em complexos altamente organizados que ca-
nalizam intermediarios. Outros exemplos de canalizacdo
serdo fornecidos na discussado da biossintese de aminoa-
cidos e nucleotideos, no Capitulo 22.

Algumas mutagées em enzimas do ciclo do acido citrico
levam ao desenvolvimento de cancer

Quando os mecanismos da regulacdo de uma via
como o ciclo do acido citrico sdo afetados por uma
perturbagao metabdlica importante, o resultado pode ser
uma doencga grave. Sdo rarissimas as mutagdes nas enzi-
mas do ciclo do acido citrico em humanos e outros mami-
feros, mas quando ocorrem sdo devastadoras. Defeitos
genéticos no gene da fumarase levam a tumores no mus-
culo liso (leiomas) e nos rins; mutacdes na succinato-desi-
drogenase levam a tumores da glandula suprarrenal (feo-
cromocitomas). Nas células em cultura com essas
mutacoes, o fumarato (no caso das mutagdes na fumara-
se) e, em menor extensio, o succinato (no caso das muta-
¢oes na succinato-desidrogenase) acumulam-se, e esse
acumulo induz a expressdo do fator de transcri¢do induzi-
vel por hipoxia HIF-1a (HIF, de hipoxia-inducible trans-
cription factor) (ver Quadro 14-1). O mecanismo que
leva a formagao do tumor pode ser a geracdo de um estado
de pseudo-hipoxia. Nas células com essas mutacoes, ocor-
re maior expressio dos genes normalmente regulados por
HIF-1a. Esses efeitos das mutacoes nos genes da fumarase
e da succinato-desidrogenase os definem como genes su-
pressores de tumor (p. 489).

Outra conexdo marcante entre os intermedidrios do
ciclo do acido citrico e cancer é a descoberta que, em
muitos tumores das células da glia (gliomas), a isocitra-
to-desidrogenase dependente de NADPH apresenta um
defeito genético incomum. A enzima mutante perde sua
atividade normal (converte isocitrato a a-cetoglutarato),
mas ganha uma nova atividade: ela converte a-cetoglu-
tarato a 2-hidroxiglutarato (Figura 16-21), que acumula
nas células tumorais. a-Cetoglutarato e Fe’" sdo cofatores
essenciais para uma familia de histonas-desmetilases que
alteram a expressao génica por meio da remocao de gru-
pos metil de residuos de Arg e Lys nas histonas que orga-
nizam o DNA nuclear. Por competir com o a-cetoglutarato
pela ligacao as histonas-desmetilases, o 2-hidroxiglutarato
inibe a atividade dessas enzimas. A inibicdo das histonas-
-desmetilases, por sua vez, interfere com a regulagao gé-
nica normal, levando ao crescimento descontrolado das
células da glia. H

COO~ COO™
(‘sz (‘3H2
H 7(‘37 COO™ (‘3H2
HO— (‘)‘ —H HO 7(‘371{
(‘3007 (‘1007
Isocitrato 2-Hidroxiglutarato

Isocitrato-desidrogenase
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NADP* S vaoem NADE
NADPH O, oo NADPH + H*
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6=0
(‘)‘OO_
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FIGURA16-21 Umaisocitrato-desidrogenase mutante adquire uma

nova fungdo. A isocitrato-desidrogenase do tipo selvagem catalisa a con-
versao de isocitrato a a-cetoglutarato, porém mutagdes que alteram o sitio
de ligagdo do isocitrato levam a perda da fungao da atividade enzimética
normal e ao ganho de uma nova atividade: converséo de a-cetoglutarato
a 2-hidroxiglutarato. O acumulo deste produto inibe a histona-desmetilase,
alterando a regulagao génica e levando a tumores das células gliares no
cérebro.

RESUMO0 16.3  Regulacao do ciclo do dcido citrico

» A velocidade global do ciclo do acido citrico é controlada
pela taxa de conversao do piruvato a acetil-CoA e pelo
fluxo pelas enzimas citrato-sintase, isocitrato-desidro-
genase e a-cetoglutarato-desidrogenase. Esses fluxos
sdo determinados pelas concentracdes dos substratos e
dos produtos: os produtos finais ATP e NADH sao inibi-
dores, e os substratos NAD" e ADP séo estimuladores.

» A producéo de acetil-CoA para o ciclo do acido citrico
pelo complexo da PDH é inibida alostericamente pelos
metabdlitos que sinalizam a suficiéncia de energia meta-
bélica (ATP, acetil-CoA, NADH e acidos graxos), sendo
estimulada pelos metabdlitos que indicam um supri-
mento de energia reduzido (AMP, NAD", CoA).

» Os complexos formados por enzimas em sequéncia em
uma via possibilitam a canaliza¢do do substrato entre
essas enzimas.

16.4 Ciclo do glioxilato

Os vertebrados ndo conseguem converter acidos graxos, ou
o acetato derivado deles, a carboidratos. As conversoes de
fosfoenolpiruvato a piruvato (p. 554) e de piruvato a acetil-
-CoA (Figura 16-2) de tdo exergdnicas sdo essencialmente
irreversiveis. Se uma célula ndo consegue converter acetato
a fosfoenolpiruvato, o acetato ndo pode ser o material de
partida para a via gliconeogénica, que leva de fosfoenolpi-
ruvato a glicose (ver Figura 15-13). Sem essa capacidade,



portanto, uma célula ou organismo € incapaz de converter
combustiveis ou metabdlitos que sdo degradados a acetato
(acidos graxos e certos aminoacidos) em carboidratos.

Como mencionado na discussdo sobre reacoes anaple-
réticas (Tabela 16-2), o fosfoenolpiruvato pode ser sinte-
tizado a partir de oxaloacetato em uma reagao reversivel
catalisada pela PEP-carboxicinase:

Oxaloacetato + GTP == fosfoenolpiruvato + CO, + GDP

Como os atomos de carbono das moléculas de acetato que
entram no ciclo do acido citrico aparecem oito etapas de-
pois no oxaloacetato, pode parecer que esta via pode pro-
duzir oxaloacetato a partir de acetato e, assim, originar
fosfoenolpiruvato para a gliconeogénese. Contudo, como
mostrado por um exame da estequiometria do ciclo do aci-
do citrico, ndo ha conversao liquida de acetato a oxaloace-
tato; nos vertebrados, para cada dois carbonos que entram
no ciclo na forma de acetil-CoA, dois sdo liberados na forma
de CO,. Em muitos organismos que ndo os vertebrados, o
ciclo do glioxilato funciona como mecanismo para a conver-
sao de acetato a carboidratos.

0 ciclo do glioxilato produz compostos de quatro
carbonos a partir de acetato

Em plantas, certos invertebrados e alguns microrganismos
(incluindo E. coli e levedura), o acetato pode ser tanto um
combustivel rico em energia como uma fonte de fosfoenol-
piruvato para a sintese de carboidratos. Nesses organismos,
as enzimas do ciclo do glioxilato catalisam a conversao
liquida de acetato a succinato ou outros intermediarios de
quatro carbonos do ciclo do 4cido citrico:

2 Acetil-CoA + NAD" + 2H,0 —>
succinato + 2CoA + NADH + H*

No ciclo do glioxilato, a acetil-CoA é condensada com o
oxaloacetato para formar citrato, e o citrato é convertido
a isocitrato, exatamente como no ciclo do acido citrico. A
proxima etapa, porém, ndo é a quebra do isocitrato pela
isocitrato-desidrogenase, mas a clivagem do isocitrato
pela isocitrato-liase, formando succinato e glioxilato.
O glioxilato, entao, é condensado com uma segunda mo-
lécula de acetil-CoA para a geracao de malato, em uma
reacdo catalisada pela malato-sintase. O malato € pos-
teriormente oxidado a oxaloacetato, o qual pode ser con-
densado com outra molécula de acetil-CoA para iniciar
outra volta do ciclo (Figura 16-22). Cada volta do ciclo
do glioxilato consome duas moléculas de acetil-CoA e pro-
duz uma molécula de succinato, que esta, entdo, dispo-
nivel aos propositos biossintéticos. O succinato pode ser
convertido via fumarato e malato a oxaloacetato, o qual
pode, entdo, ser convertido a fosfoenolpiruvato pela PEP-
-carboxicinase, e, assim, a glicose pela gliconeogénese. Os
vertebrados ndo tém as enzimas especificas do ciclo do
glioxilato (isocitrato-liase e malato-sintase) e, portanto,
ndo conseguem realizar a sintese liquida de glicose a par-
tir de lipideos.

Em plantas, as enzimas do ciclo do glioxilato estdo se-
questradas em organelas delimitadas por membrana cha-
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FIGURA 16-22 Ciclo do glioxilato. A citrato-sintase, a aconitase e a
malato-desidrogenase do ciclo do glioxilato sdo isoenzimas das enzimas
do ciclo do &cido citrico; isocitrato-liase e malato-sintase sao exclusivas do
ciclo do glioxilato. Observe que dois grupos acetil (em cor salmao) entram
no ciclo e quatro carbonos saem na forma de succinato (em azul). O ciclo
do glioxilato foi elucidado por Hans Kornberg e Neil Madsen no laboratério
de Hans Krebs.

madas de glioxissomos, 0s quais sS40 peroxissomos espe-
cializados (Figura 16-23). As enzimas comuns ao ciclo do
acido citrico e do glioxilato tém duas isoenzimas, uma espe-
cifica das mitocondrias, outra especifica dos glioxissomos.
Os glioxissomos nem sempre estao presentes em todos os
tecidos vegetais. Eles se desenvolvem nas sementes ricas
em lipideos durante a germinacao, antes de a planta adqui-
rir a capacidade de produzir glicose pela fotossintese. Além
das enzimas do ciclo do glioxilato, os glioxissomos contém
todas as enzimas necessarias para a degradacdo dos acidos
graxos estocados nos 6leos das sementes (ver Figura 17-
14). A acetil-CoA formada pela degradacao dos lipideos é
convertida a succinato, via ciclo do glioxilato, e o succinato
é exportado para a mitocondria, onde as enzimas do ciclo
do acido citrico o transformam em malato. Uma isoenzima
citosélica da malato-desidrogenase oxida malato a oxaloa-
cetato, um precursor para a gliconeogénese. As sementes
em germinacao podem, assim, converter em glicose os car-
bonos dos lipideos estocados.
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Corpo lipidico

Glioxissomo Mitocondrias

FIGURA 16-23  Micrografia eletrénica de uma semente de pepino em
germinacao, mostrando glioxissomo, mitocondrias e corpos lipidicos cir-
cundantes.

Os ciclos do acido citrico e do glioxilato sao requlados
coordenadamente

Nas sementes em germinacao, as transformacoes enzima-
ticas dos dcidos dicarboxilico e tricarboxilico ocorrem em
trés compartimentos intracelulares: mitocondrias, glioxis-
somos e citosol. Existe um constante intercambio de meta-
bélitos entre esses compartimentos (Figura 16-24).

O esqueleto de carbono do oxaloacetato originado pelo
ciclo do acido citrico (na mitocéondria) é transportado ao
glioxissomo na forma de aspartato. O aspartato é convertido
a oxaloacetato, que se condensa com a acetil-CoA derivada
da degradagdo dos acidos graxos. O citrato assim formado é
convertido a isocitrato pela aconitase, sendo entdo dividido
em glioxilato e succinato pela isocitrato-liase. O succinato
retorna a mitocondria, entra novamente no ciclo do acido
citrico e € transformado em malato, que vai para o citosol e
é oxidado (pela malato-desidrogenase citosolica) a oxalo-
acetato. O oxaloacetato é convertido, via gliconeogénese,
a hexoses e sacarose, as quais podem ser transportadas as
raizes e aos brotos em crescimento. Quatro vias distintas
participam destas conversoes: degradacdo dos acidos gra-
xos a acetil-CoA (nos glioxissomos), ciclo do glioxilato (nos
glioxissomos), ciclo do acido citrico (nas mitocéondrias) e
gliconeogénese (no citosol).

O compartilhamento de intermedidrios comuns requer
que essas vias sejam reguladas de forma coordenada. O
isocitrato é um intermedidrio crucial, no ponto de ramifica-
¢ao entre os ciclos do glioxilato e do acido citrico (Figura
16-25). A isocitrato-desidrogenase é regulada por modifi-
cacao covalente: uma proteina-cinase especifica fosforila, e
assim inativa a desidrogenase. Essa inativacido desvia isoci-
trato para o ciclo do glioxilato, onde ele inicia a via sintéti-
ca para a producao de glicose. Uma fosfoproteina-fosfatase
remove o grupo fosfato da isocitrato-desidrogenase, reati-
vando a enzima e lancando mais isocitrato para geracdo de
energia pelo ciclo do acido citrico. As atividades cinasica e
fosfatasica de regulacio sao atividades enzimaticas separa-
das de um tnico polipeptideo.

Algumas bactérias, incluindo E. colz, tém o conjunto
completo de enzimas para o ciclos do glioxilato e do aci-
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FIGURA16-24 Relagdes entre os ciclos do glioxilato e do acido citrico.
As reacbes do ciclo do glioxilato (nos glioxissomos) acontecem simultanea-
mente, entrelagando-se com as reacdes do ciclo do acido citrico (nas mito-
condrias), conforme os intermediarios passam por estes compartimentos. A
conversdo de succinato a oxaloacetato é catalisada pelas enzimas do ciclo
do 4cido citrico. A oxidagao de acidos graxos a acetil-CoA esta descrita no
Capitulo 17; a sintese de hexoses a partir de oxaloacetato estd descrita no
Capitulo 20.

do citrico no citosol, podendo, portanto, crescer utilizan-
do acetato como unica fonte de carbono e energia. A fos-
foproteina-fosfatase que ativa a isocitrato-desidrogenase
é estimulada por intermedidrios do ciclo do acido citrico e
da glicdlise, sendo inibida pelos indicadores de suprimento
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FIGURA 16-25 Regulagdo coordenada dos ciclos do glioxilato e do
acido citrico. A regulacdo da atividade da isocitrato-desidrogenase de-
termina o participacao alternada do isocitrato entre os ciclos do glioxilato e
do é&cido citrico. Quando a enzima estd inativada por fosforilagéo (por uma
protefna-cinase especifica), o isocitrato é direcionado para reagdes biossin-
téticas, via ciclo do glioxilato. Quando a enzima é ativada por desfosforilacdo
(por uma fosfatase especifica), o isocitrato entra no ciclo do écido citrico e
ATP é produzido.

reduzido de energia (Figura 16-25). Os mesmos metabdli-
tos inibem a atividade cindsica do polipeptideo bifuncional.
Desse modo, o acimulo de intermedidrios das principais
vias de producdo de energia — indicando o esgotamento de
energia — resulta na ativacdo da isocitrato-desidrogenase.
Quando a concentracao desses reguladores diminui, sinali-
zando um fluxo suficiente para a producao de energia pelo
ciclo do acido citrico, a isocitrato-desidrogenase € inativada
pela proteina-cinase.

Os mesmos intermediarios da glicélise e do ciclo do
acido citrico que ativam a isocitrato-desidrogenase sao
inibidores aldstericos da isocitrato-liase. Quando o meta-
bolismo gerador de energia esta suficientemente rapido e
mantém baixas as concentragoes dos intermediarios glico-
liticos e do ciclo do acido citrico, a isocitrato-desidrogena-
se é inativada, a inibi¢do da isocitrato-liase € abrandada e o
isocitrato flui para a via do glioxilato, para ser utilizado na
biossintese de carboidratos, aminodcidos e outros compo-
nentes celulares.

PRINCIPIOS DE BIOQUIMICA DE LEHNINGER 659

RESUMO 16.4  Ciclo do glioxilato

» O ciclo do glioxilato esté ativo nas sementes em germi-
nacdo de algumas plantas e em certos microrganismos
que conseguem viver utilizando acetato como a tnica
fonte de carbono. Nas plantas, essa via ocorre nos glio-
xissomos dos brotos. Ela inclui algumas enzimas do ci-
clo do 4acido citrico e duas enzimas adicionais: isocitra-
to-liase e malato-sintase.

» No ciclo do glioxilato, o desvio das duas etapas de des-
carboxilacdo do ciclo do 4cido citrico torna possivel a
formacao liquida de succinato, oxaloacetato e outros
intermediarios do ciclo do acido citrico a partir de ace-
til-CoA. O oxaloacetato formado deste modo pode ser
utilizado para a sintese de glicose via gliconeogénese.

P Os vertebrados carecem das enzimas do ciclo do glioxi-
lato e ndo conseguem sintetizar glicose a partir do ace-
tato ou dos acidos graxos que dao origem a acetil-CoA.

> A participacao alternada do isocitrato do ciclo do acido
citrico e do ciclo do glioxilato € controlada no nivel da
isocitrato-desidrogenase, a qual é regulada por fosfori-
lacdo reversivel.
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Livro com muiltiplos autores sobre o ciclo do acido citrico,
incluindo genética molecular, mecanismos de regulacao, variacoes do
ciclo em microrganismos de nichos ecolégicos incomuns e evolucao
da via. Especialmente relevantes sao os capitulos de H. Gest (As
raizes evolutivas do ciclo do acido citrico em procariotos) W.H. Holms
(Controle do fluxo por meio do ciclo do acido citrico e o desvio do
glioxilato em Escherichia coli) e R.N. Perham et al. (Complexos da
a-cetoacido-desidrogenases).

Complexo da piruvato-desidrogenase

Harris, R.A., Bowker-Kinley, M.M., Huang, B., & Wu, P. (2002)
Regulation of the activity of the pyruvate dehydrogenase complex.
Adv. Enzyme Regul. 42, 249-259.

Milne, J.L.S., Shi, D., Rosenthal, P.B., Sunshine, J.S., Domingo,
G.J., Wu, X., Brooks, B.R., Perham, R.N., Henderson, R., &
Subramaniam, S. (2002) Molecular architecture and mechanism of
an icosahedral pyruvate dehydrogenase complex: a multifunctional
catalytic machine. EMBO J. 21, 55687-5598.

Bela ilustracao do poder da metodologia para a reconstrucao
de imagens aliada a microscopia crioeletronica, aqui utilizada para
desenvolver um modelo plausivel da estrutura do complexo da PDH.
Compare este modelo com aquele no artigo de Zhou et al. (a seguir).

Perham, R.N. (2000) Swinging arms and swinging domains in
multifunctional enzymes: catalytic machines for multistep reactions.
Annu. Rev. Biochem. 69, 961-1004.

Revisao sobre o papel dos bracos flexiveis contendo lipoato,
biotina e pantotenato na canalizacio do substrato em complexos
multienzimaticos.

Zhou, Z.H., McCarthy, D.B., O’Conner, C.M., Reed, L.J., &
Stoops, J.K. (2001) The remarkable structural and functional
organization of the eukaryotic pyruvate dehydrogenase complexes.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98, 14,802-14,807.

Outro artigo impressionante no qual a reconstrucao de imagens
e a microscopia crioeletronica originam um modelo para o complexo
da PDH. Compare este modelo com aquele no artigo de Milne et al.
(anteriormente).

Enzimas do ciclo do acido citrico

de la Fuente, J.M., Ramirez-Rodriguez, V., Cabrera-Ponce, J.L.,
& Herrera-Estrella, L. (1997) Aluminum tolerance in transgenic
plants by alteration of citrate synthesis. Science 276, 1566-1568.

Fraser, M.D., James, M.N., Bridger, W.A., & Wolodko, W.T.
(1999) A detailed structural description of Escherichia coli succinyl-
CoA synthetase. J. Mol. Biol. 285, 1633-1653. (Veja também a errata
em J. Mol. Biol. 288,501 [1998].)

Goward, C.R. & Nicholls, D.J. (1994) Malate dehydrogenase: a
model for structure, evolution, and catalysis. Protein Sci. 3, 1883—
1888.

Uma curta e boa revisao.

Hagerhall, C. (1997) Succinate: quinone oxidoreductases: variations
on a conserved theme. Biochim. Biophys. Acta 1320, 107-141.

Uma revisao sobre a estrutura e a funcao das succinato-
desidrogenases.

Hanson, R.W. (2009) Thematic minireview series: a perspective on
the biology of phosphoenolpyruvate carboxykinase 55 years after its
discovery. J. Biol. Chem. 284, 27,021-27,023.

Introducao editorial a uma série de revisoes curtas sobre a PEP-
carboxicinase neste exemplar da revista.

Jitrapakdee, S., St. Maurice, M., Rayment, 1., Cleland, W.W.,
Wallace, J.C., & Attwood, P.V. (2008) Structure, mechanism and
regulation of pyruvate carboxylase. Biochem. J. 413, 369-387.

Ma, J.F., Ryan, P.R., & Delhaize, E. (2001) Aluminium tolerance in
plants and the complexing role of organic acids. Trends Plant Sci. 6,
273-278.

Matte, A., Tari, L.W., Goldie, H., & Delbaere, L.T.J. (1997)
Structure and mechanism of phosphoenolpyruvate carboxykinase. J.
Biol. Chem. 272, 8105-8108.

Ovadi, J. & Srere, P. (2000) Macromolecular compartmentation and
channeling. Int. Rev. Cytol. 192, 255-280.

Aprofundada revisdo sobre as evidéncias em canalizacao e
metabolons.

Prensner, J.R. & Chinnaiyan, A.M. (2011) Metabolism unhinged:
IDH mutations in cancer. Nat. Med. 17,291-293.

Sucinta revisdo sobre as mutacoes da isocitrato-desidrogenase
associadas com cancer.

Remington, S.J. (1992) Structure and mechanism of citrate
synthase. Curr. Top. Cell. Regul. 33, 209-229.
Completa revisio sobre a enzima citrato-sintase.

Singer, T.P. & Johnson, M.K. (1985) The prosthetic groups of
succinate dehydrogenase: 30 years from discovery to identification.
FEBS Lett. 190, 189-198.

Descricao da estrutura e da fun¢@o dos centros de ferro-enxofre
na succinato-desidrogenase.

Weigand, G. & Remington, S.J. (1986) Citrate synthase: structure,
control, and mechanism. Annu. Rev. Biophys. Biophys. Chem. 15,
97-117.

Wolodko, W.T., Fraser, M.E., James, M.N.G., & Bridger, W.A.
(1994) The crystal structure of succinyl-CoA synthetase from
Escherichia coli at 2.5-A resolution. J. Biol. Chem. 269, 10,883
10,890.

Yang, J., Kalhan, S.C., & Hanson, R.W. (2009) What is the
metabolic role of phosphenolpyruvate carboxykinase? J. Biol. Chem.
284, 27,025-27,029.

Breve revisao sobre as diversas fun¢oes desta enzima.

Enzimas com mais de uma funcao

Eisenstein, R.S. (2000) Iron regulatory proteins and the molecular
control of mammalian iron metabolism. Annu. Rev. Nutr. 20, 627-662.

Flores, C.-L. & Gancedo, C. (2011) Unraveling moonlighting
functions with yeasts. [UBMB Life 63, 457-462.

Jeffery, C.J. (1999) Moonlighting proteins. Trends Biochem. Sci.
24 8-11.

Kim, J.-W. & Dang, C.V. (2006) Multifaceted roles of glycolytic
enzymes. Trends Biochem. Sci. 30, 142—-150.

Revisdo em nivel intermediario sobre as enzimas com mais de
uma funcao.

Rouault, T.A. (2006) The role of iron regulatory proteins in mammalian
iron homeostasis and disease. Nat. Chem. Biol. 2, 406-414.
Revisdo avancada.

Regulagao do ciclo do acido citrico

Briere, J.-J., Favier, J., Gimenez-Roqueplo, A.-P., & Rustin,
P. (2006) Tricarboxylic acid cycle dysfunction as a cause of human
diseases and tumor formation. Am. J. Physiol. Cell Physiol. 291,
1114-1120.

Revisdo em nivel intermedidrio sobre os efeitos clinicos
das mutacdes na succinato-desidrogenase, na fumarase e na
a-cetoglutarato-desidrogenase.

Hansford, R.G. (1980) Control of mitochondrial substrate oxidation.
Curr. Top. Bioenerget. 10, 217-278.
Detalhada revisao sobre a regulagdo do ciclo do acido citrico.

Kaplan, N.O. (1985) The role of pyridine nucleotides in regulating
cellular metabolism. Curr. Top. Cell. Regul. 26, 371-381.

Excelente discussao geral sobre a importancia da razao [NADH]/
[NAD '] na regulacio celular.



King, A., Selak, M.A., & Gottlieb, E. (2006) Succinate
dehydrogenase and fumarate hydratase: linking mitochondrial
dysfunction and cancer. Oncogene 25, 4675-4682.

Reed, L.J., Damuni, Z., & Merryfield, M.L. (1985) Regulation of
mammalian pyruvate and branched-chain a-keto acid dehydrogenase
complexes by phosphorylation-dephosphorylation. Curr. Top. Cell.
Regul. 27, 41-49.

Ciclo do glioxilato

Eastmond, P.J. & Graham, I.A. (2001) Reexamining the role of the
glyoxylate cycle in oilseeds. Trends Plant Sci. 6, 72-77.

Revisdo em nivel intermedidrio sobre os estudos do ciclo do
glioxilato em Arabidopsis.

Holms, W.H. (1986) The central metabolic pathways of Escherichia
coli: relationship between flux and control at a branch point,
efficiency of conversion to biomass, and excretion of acetate. Curr.
Top. Cell. Regul. 28, 69-106.

Problemas

1. O balancete do ciclo do acido citrico. O ciclo do acido
citrico tem oito enzimas: citrato-sintase, aconitase, isocitrato-
-desidrogenase, a-cetoglutarato-desidrogenase, succinil-CoA-
-sintetase, succinato-desidrogenase, fumarase e malato-desi-
drogenase.

(a) Escreva uma equacgdo equilibrada para a reacdo catali-
sada por cada enzima.

(b) Identifique o(s) cofator(es) necessario(s) para cada
reacao enzimatica.

(¢) Para cada enzima, determine qual dos seguintes descre-
ve o tipo de reacao(des) catalisada(s): condensagdo (formacao
de ligacao carbono-carbono); desidratacio (perda de dgua); hi-
dratacdo (adi¢ao de dgua); descarboxilag¢ao (perda de CO,); oxi-
dacao-reducao; fosforilacdo em nivel de substrato; isomerizacao.

(d) Escreva uma reacao liquida equilibrada para o catabo-
lismo de acetil-CoA a CO,.

2. Equacao liquida da glicélise e do ciclo do acido ci-
trico. Escreva a equac¢do bioquimica liquida do metabolismo
de uma molécula de glicose pela glicélise e pelo ciclo do acido
citrico, incluindo todos os cofatores.

3. A identificacao das reacodes de oxidacao e reducio.
Uma estratégia bioquimica de muitos organismos vivos € a oxi-
dacdo gradual de compostos organicos a CO, e H,0 e a conser-
vacgdo da maior parte da energia assim produzida na forma de
ATP. E importante ser capaz de reconhecer os processos de
oxidacao e redug¢ao do metabolismo. A reducdo de uma mo-
lécula organica € o resultado da hidrogenacdo de uma ligacio
dupla (Equacéo 1, abaixo) ou de uma ligacao simples com cli-
vagem concomitante (Equacéo 2). Por outro lado, a oxidacéo é
o resultado da desidrogenacao. Nas reagoes bioquimicas redox,
as coenzimas NAD e FAD desidrogenam/hidrogenam molécu-
las organicas na presenca das enzimas apropriadas.

O—~H
I Reducdo Il \
CH;—C—H + H—H ~———— |CH;—C «~—H
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O—H
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H
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Para cada uma das transformacdes metabdlicas de (a) a (h), de-
termine se ocorreu uma oxidagdo ou uma reducao. Equilibre cada
transformacao pela inserc¢do de H-H e, onde necessdrio, H,0.
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4. Relacido entre a liberacao de energia e o estado de
oxidacao do carbono. Uma célula eucaridtica pode utilizar
glicose (C4H,,0,) e dcido hexanoico (C¢H,,0,) como combusti-
veis para a respiragdo celular. Com base nas férmulas estrutu-
rais, qual substancia libera mais energia por grama na combus-
tao completa a CO, e H,0?

5. Coenzimas de nicotinamida como transportadores
redox reversiveis. As coenzimas de nicotinamida (ver Fi-
gura 13-24) podem, com os substratos adequados e na pre-
senca da desidrogenase apropriada, sofrer reacoes reversiveis
de oxidacio-reducio. Nessas reacoes, NADH + H' atua como
fonte de hidrogénio, como descrito no Problema 3. Sempre que
a coenzima for oxidada, o substrato deve ser simultaneamente
reduzido:

Substrato + NADH + H" == produto + NAD"

Oxidado Reduzido Reduzido Oxidado

Para cada uma das reacoes de (a) a (f), determine se o subs-
trato foi oxidado, reduzido ou se o estado de oxidacao nao foi
alterado (ver Problema 3). Caso uma variacdo redox tenha
ocorrido, equilibre a reacdo com a quantidade necessaria de
NAD", NADH, H" e H,0. O objetivo é reconhecer quando uma
coenzima redox € necessaria em uma reacdo metabdlica.

O
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(a) CH3CH,OH — CH3—C\
H
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| 0 | P
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o
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6. Cofatores e mecanismo da piruvato-desidrogenase.
Descreva a funcao de cada cofator envolvido na reagdo catali-
sada pelo complexo da piruvato-desidrogenase.

7. Deficiéncia de tiamina. Individuos com dieta deficitaria
em tiamina tém niveis relativamente altos de piruvato na corren-
te sanguinea. Explique esse fendmeno em termos bioquimicos.

8. Areacdo da isocitrato-desidrogenase. Qual o tipo de
reacdo quimica envolvido na conversdo de isocitrato a a-ceto-
glutarato? Identifique e descreva a func¢ao de todos os cofato-
res. Que outra(s) reacdo(des) do ciclo do dcido citrico é(sao)
desse mesmo tipo?

9. Estimulo do consumo de oxigénio por oxaloacetato
e malato. No inicio dos anos de 1930, Albert Szent-Gyorgyi
publicou a interessante observacido de que a adicdo de pe-
quenas quantidades de oxaloacetato ou malato a suspensoes
de um macerado do musculo peitoral de pombo estimulava o
consumo de oxigénio da preparacdo. Surpreendentemente,
a quantidade de oxigénio consumida era cerca de sete vezes
maior do que a quantidade necessaria para a oxidacdo com-
pleta (a CO, e H,0) do oxaloacetato ou malato adicionado. Por
que a adi¢do de oxaloacetato ou malato estimula o consumo de
oxigénio? Por que a quantidade de oxigénio consumida era tdo
maior do que a quantidade necessaria para oxidar completa-
mente o oxaloacetato ou malato adicionado?

10. Formacao de oxaloacetato na mitocondria. Na tlti-
ma reacao do ciclo do acido citrico, o malato é desidrogenado
para regenerar o oxaloacetato, necessario para a entrada de
acetil-CoA no ciclo:

L-Malato + NAD" — oxaloacetato + NADH + H*
AG’® = 30,0 kJ/mol

(a) Calcule a constante de equilibrio a 25°C para esta
reacao.

(b) Como o AG'? assume um pH padréo igual a 7, a cons-
tante de equilibrio calculada em (a) corresponde a

,_ [oxaloacetato][NADH]
e [L-malato][NAD *]

A medida da concentragdo de L-malato nas mitocondrias de
figado de rato é aproximadamente 0,20 mm quando [NAD')/
[NADH] € igual a 10. Calcule a concentra¢do de oxaloacetato
nessas mitocondrias em pH 7.

(c) Para estimar a magnitude da concentracdo mitocon-
drial de oxaloacetato, calcule o niimero de moléculas de oxalo-
acetato em uma tinica mitocéndria do figado de rato. Assuma
que a mitocondria é uma esfera com 2,0 um de diametro.

11. Cofatores do ciclo do acido citrico. Suponha que
vocé tenha preparado um extrato mitocondrial que contém
todas as enzimas soliveis da matriz, mas que perdeu (por did-
lise) todos os cofatores de baixa massa molecular. O que vocé
deve adicionar ao extrato para que a preparacao oxide acetil-
-CoA a CO,?

12. Deficiéncia de riboflavina. Como uma deficiéncia de
riboflavina afetaria o funcionamento do ciclo do acido citrico?
Explique sua resposta.

13. Contetudo de oxaloacetato. Que fatores poderiam di-
minuir a quantidade de oxaloacetato disponivel para a atividade
do ciclo do acido citrico? Como o oxaloacetato pode ser reposto?

14. Rendimento energético do ciclo do acido citrico. A
reacdo catalisada pela succinil-CoA-sintetase produz o com-
posto de alta energia GTP. Como a energia livre contida no GTP
é incorporada ao contetdo celular de ATP?



15. Estudos sobre respiracao em mitocondrias isoladas.
A respiracdo celular pode ser estudada em mitocondrias isola-
das pela medida do consumo de oxigénio sob diferentes condi-
¢oes. Se 0,01 M de malonato de sédio é adicionado a mitocon-
drias respirando ativamente e utilizando piruvato como fonte
de combustivel, a respiracao rapidamente para e um interme-
diario metabdlico se acumula.

(a) Qual é a estrutura desse intermediario?

(b) Explique por que ele se acumula.

(c) Explique por que o consumo de oxigénio para.

(d) Além da remocdo do malonato, como essa inibicdo da
respiracao pode ser superada? Explique.

16. Estudos com marcacio em mitocondrias isoladas.
As vias metabodlicas dos compostos organicos tém sido fre-
quentemente delineadas pelo uso de um substrato marcado
radioativamente com o posterior acompanhamento do destino
desse marcador.

(a) Como vocé poderia determinar se a glicose adiciona-
da a uma suspensao de mitocondrias isoladas é metabolizada
a CO, e H,0?

(b) Suponha que voceé adicione um breve pulso de [3-"*C]
piruvato (marcado na posicdo do metil) as mitocondrias. Apos
uma rodada do ciclo do acido citrico, qual é a posi¢ao do “Cno
oxaloacetato? Explique seguindo o marcador *C ao longo da
via. Quantas rodadas do ciclo sdo necessarias para que todo o
[3-"C]piruvato seja liberado na forma de CO,?

17. A via do CO, na gliconeogénese. Na primeira etapa
da gliconeogénese, a conversao de piruvato a fosfoenolpiruva-
to (PEP), o piruvato é carboxilado pela piruvato-carboxilase
a oxaloacetato, depois descarboxilado a PEP pela PEP-carbo-
xicinase (Capitulo 14). Como a adicao de CO, é seguida pela
perda de CO,, vocé poderia esperar que, em experimentos com
marcadores, o "*C do 14002 nao fosse incorporado ao PEP, gli-
cose ou qualquer outro intermedidrio da gliconeogénese. En-
tretanto, pesquisadores observaram que, quando uma prepara-
cao de figado de rato sintetiza glicose na presenca de 14002, o)
" lentamente aparece no PEP e, no devido tempo, aparece no
C-3 e no C-4 da glicose. Como o marcador "*C é incorporado ao
PEP e a glicose? (Dica: Durante a gliconeogénese na presenca
de 14002, varios intermediarios do ciclo do acido citrico com
quatro carbonos também se tornam marcados.)

18. Catabolismo da [1-'*C]glicose. Uma cultura bacteria-
na respirando ativamente € incubada brevemente com [1—“0]
glicose, e os intermedidrios do ciclo do dcido citrico e da via
glicolitica sao isolados. Em que posicao estd o "C em cada um
dos intermediarios listados abaixo? Considere apenas a incor-
poracdo inicial de 14C, na primeira passagem da glicose marca-
da pelas vias.

(a) Frutose-1,6-bifosfato

(b) Gliceraldeido-3-fosfato

(c¢) Fosfoenolpiruvato

(d) Acetil-CoA

(e) Citrato

(f) a-Cetoglutarato

(g) Oxaloacetato

119. O papel da vitamina tiamina. Pessoas com beri
béri, doenca causada pela deficiéncia de tiamina, apre-
sentam niveis sanguineos elevados de piruvato e a-cetogluta-
rato, especialmente apds consumirem uma refeicio rica em
glicose. Como esses resultados se relacionam a deficiéncia de
tiamina?
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20. A sintese de oxaloacetato pelo ciclo do acido citrico.
O oxaloacetato é formado na tultima etapa do ciclo do acido
citrico pela oxidacdo do L-malato, dependente de NAD". A
sintese liquida de oxaloacetato a partir de acetil-CoA poderia
ocorrer com o uso somente de enzimas e cofatores do ciclo do
acido citrico, sem o esgotamento dos intermedidrios do ciclo?
Explique. Como o oxaloacetato que é desviado do ciclo (para
reacgoes biossintéticas) é reposto?

21. O esgotamento de oxaloacetato. O figado de mami-
feros pode efetuar a gliconeogénese utilizando oxaloacetato
como material de partida (Capitulo 14). A operacao do ciclo do
dcido citrico seria afetada pela intensa utilizacdo de oxaloace-
tato para a gliconeogénese? Explique sua resposta.

22. O modo de acido do rodenticida fluoroacetato. O flu-
oroacetato, comercialmente preparado para o controle de roe-
dores, também é produzido por uma planta sul-africana. Apés
entrar na célula, o fluoroacetato é convertido a fluoroacetil-CoA
em uma reacao catalisada pela enzima acetato-tiocinase:

F—CH,COO0™ + CoA-SH+ATP ——
F—CH,C—S-CoA + AMP + PP,

|
0

O efeito t6xico do fluoroacetato foi estudado em um expe-
rimento utilizando o coragdo isolado e intacto de rato. Apos
o coracdo ser perfundido com fluoroacetato 0,22 mm, as ta-
xas medidas de captacao de glicose e a glicOlise diminuiram,
e glicose-6-fosfato e frutose-6-fosfato ficaram acumuladas. O
exame dos intermedidrios do ciclo do acido citrico revelou
que essas concentracoes estavam abaixo do normal, exceto
pelo citrato, com uma concentra¢do 10 vezes maior do que o
normal.

(a) Onde ocorreu o bloqueio do ciclo do acido citrico? O
que causou o acumulo de citrato e o esgotamento dos outros
intermedidrios?

(b) A fluoroacetil-CoA é enzimaticamente transformada
pelo ciclo do acido citrico. Qual é a estrutura do produto final
do metabolismo do fluoroacetato? Por que ele bloqueia o ciclo
do écido citrico? Como a inibi¢cdo pode ser superada?

(¢) Nos experimentos de perfusio cardiaca, por que a cap-
tacao de glicose e a glicélise diminuiram? Por que as hexoses
monofosfatadas se acumularam?

(d) Por que o fluoroacetato € um veneno letal?

23. A sintese de L-malato na producido de vinho. A
acidez de alguns vinhos é devida as altas concentracoes de L-
-malato. Escreva uma sequéncia de rea¢oes mostrando como
células de leveduras sintetizam L-malato a partir de glicose sob
condi¢oes anaerdbias na presenca de CO, dissolvido (HCO, ).
Observe que a reagdo global dessa fermentacdo nao pode en-
volver o consumo de coenzimas de nicotinamida ou interme-
diarios do ciclo do acido citrico.

24. Sintese liquida de a-cetoglutarato. O a-cetogluta-
rato desempenha um papel crucial na biossintese de alguns
aminodcidos. Escreva a sequéncia de reacdes enzimaticas
que poderiam resultar na sintese liquida de a-cetoglutarato a
partir de piruvato. A sequéncia de reagdes proposta nao deve
envolver o consumo liquido de outros intermedidrios do ciclo
do acido citrico. Escreva uma equacdo para a reacio global e
identifique a fonte de cada reagente.

25. Vias anfibolicas. Explique, dando exemplos, o signifi-
cado da afirmacao de que o ciclo do acido citrico é anfibdlico.
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26. Regulacido do complexo da piruvato-desidrogenase.
Nos tecidos animais, a taxa de conversao de piruvato a acetil-
-CoA é regulada pela razdo entre o complexo da PDH ativo e
fosforilado, e inativo e desfosforilado. Determine o que acon-
tece com a velocidade desta reacdo quando uma preparacao
de mitocéndrias de musculo de coelho contendo o comple-
xo da PDH é tratada com (a) piruvato-desidrogenase-cinase,
ATP e NADH:; (b) piruvato-desidrogenase-fosfatase e Ca*";
(c) malonato.

27. A sintese comercial de acido citrico. O 4cido citrico
é utilizado como agente flavorizante em refrigerantes, sucos
de frutas e em muitos outros alimentos. Ao redor do mundo,
o mercado do acido citrico esta estimado em centenas de mi-
lhoes de ddlares por ano. A producao comercial utiliza o fungo
Aspergillus niger, que metaboliza a sacarose sob condicoes
cuidadosamente controladas.

(a) O rendimento de acido citrico depende muito da con-
centracdo de FeCl, no meio de cultura, como indicado no grafi-
co. Por que o rendimento decresce quando a concentracao de
Fe® estd acima ou abaixo do valor 6timo de 0,5 mg/L?

90

80 -

70

Rendimento de acido citrico (%)

50 | | | | |
1 2 3 4

[FeCl3] (mg/L)

(9]

(b) Escreva a sequéncia de reagoes pelas quais A. niger
sintetiza acido citrico a partir de sacarose. Escreva uma equa-
¢do para a reacdo global.

(¢) O processo comercial requer que o meio de cultura seja
aerado? Em outras palavras, o processo é uma fermentagao ou
um processo aerébio? Explique.

28. Regulacao da citrato-sintase. Na presenca de quanti-
dades saturantes de oxaloacetato, a atividade da citrato-sintase
do tecido cardiaco de porco mostra uma dependéncia sigmoi-
de da concentracdo de acetil-CoA, como mostrado no grafico
abaixo. Quando succinil-CoA é adicionado, a curva é deslocada
para a direita e a dependéncia sigmoide é mais pronunciada.

100
X | Sem adicdo de
N 80 succinil-CoA
(]
©
S 60 -
e Com adicdo de
L 40 succinil-CoA
=
Z 20

\ ! ! ! ! !

20 40 60 80 100 120
[Acetil-CoA] (M)

Com base nessas observacoes, sugira como a succinil-CoA re-
gula a atividade da citrato-sintase. (Dica: ver Figura 6-34.) Por
que a succinil-CoA € um sinal apropriado para a regulacdo do

ciclo do acido citrico? Como a regulacao da citrato-sintase con-
trola a taxa de respiracao celular no tecido cardiaco de porco?

29. Regulaciao da piruvato-carboxilase. A carboxilacdo
do piruvato pela piruvato-carboxilase ocorre em uma velocida-
de muito baixa, a nao ser que acetil-CoA, um modulador alosté-
rico positivo, esteja presente. Logo ap6s uma refeicao rica em
acidos graxos (triacilglicerdis), mas baixa em carboidratos (gli-
cose), como essa propriedade de regulacdo desativa a oxidagdo
de glicose a CO, e H,0, mas aumenta a oxidacao de acetil-CoA
derivada de acidos graxos?

30. Arelacdo entre respiracao e ciclo do acido citrico.
Embora o oxigénio nao participe diretamente do ciclo do aci-
do citrico, o ciclo somente opera quando O, estd presente.
Por qué?

31. O efeito da [NADH]/[NAD] sobre o ciclo do acido.
citrico Como vocé espera que a operacio do ciclo do acido ci-
trico responda a um rapido aumento da razao [NADH]/[NAD"]
na matriz mitocondrial? Por qué?

32. A termodinamica da reacao da citrato-sintase nas
células. O citrato é formado pela condensacao de acetil-CoA
e oxaloacetato, catalisada pela citrato-sintase:

Oxaloacetato + acetil-CoA + H,0 == citrato + CoA + H"

Em mitocondrias de coracio de rato, a pH 7 e 25°C, as con-
centragoes de reagentes e produtos sdo: oxaloacetato, 1 uM;
acetil-CoA, 1 uM; citrato, 220 uM; e CoA, 65 uM. A variagdo
de energia livre padrao da reacdo da citrato-sintase é —32,2
kJ/mol. Qual é o sentido do fluxo de metabdlitos na reagdo da
citrato-sintase nas células cardiacas de rato? Explique.

33. Asreacdes do complexo da piruvato-desidrogenase
Duas das etapas da descarboxilacdo oxidativa do piruvato
(etapas @ e ® na Figura 16-6) ndo envolvem nenhum dos trés
carbonos do piruvato, ainda que eles sejam essenciais para o
funcionamento do complexo da PDH. Explique.

34. Mutantes do ciclo do acido citrico. Existem mui-
tos exemplos de doencas humanas nas quais uma ou outra
atividade enzimaética estd ausente devido a mutacoes gené-
ticas. Entretanto, doencas nas quais individuos carecam de
uma das enzimas do ciclo do acido citrico sdo extremamente
raras. Por qué?

35. Particao entre os ciclos do acido citrico e do glio-
xilato. Em um organismo (como E. col?) que tem o ciclo do
acido citrico e o ciclo do glioxilato, o que determina em qual
dessas vias o isocitrato entrara?

Problema de analise de dados

36. Como o ciclo do acido citrico foi determinado. A
bioquimica detalhada do ciclo do acido citrico foi determinada
por diversos pesquisadores ao longo de décadas. Em um artigo
de 1937, Krebs e Johnson resumiram seu trabalho e o trabalho
de outros na primeira descricao publicada dessa via.

Os métodos utilizados por esses pesquisadores eram muito
diferentes dos da bioquimica moderna. Marcadores radioativos
nao estavam comumente disponiveis até os anos de 1940, de
modo que Krebs e outros pesquisadores tiveram que utilizar
técnicas sem marcadores para elucidar a via. Utilizando amos-
tras frescas de musculo peitoral de pombo, eles determinaram
o consumo de oxigénio preparando uma suspensao do mus-
culo macerado em tampdo em um frasco lacrado, e medindo



o volume (em wL) de oxigénio consumido sob diferentes con-
di¢oes. Eles mediram os niveis de substratos (intermediarios)
tratando as amostras com acido para a remoc¢ao das proteinas
contaminantes, e a seguir dosaram as quantidades de varias
moléculas organicas pequenas. As duas observacodes-chave que
levaram Krebs e colaboradores a proporem o ciclo do acido
citrico, em vez de uma via linear (como a glicolise), foram
feitas nos seguintes experimentos.

Experimento 1. Eles incubaram 460 mg de musculo ma-
cerado em 3 mL de tampdo a 40°C por 150 minutos. A adicdo
de citrato aumentou o consumo de O, em 893 uL em compa-
racdo com as amostras sem citrato. Eles calcularam, com base
no consumo de O, durante a respira¢do de outros compostos
contendo carbono, que o consumo de O, esperado para a res-
piracdo completa desta quantidade de citrato seria de apenas
302 L.

Experimento II. Eles mediram o consumo de O, por 460
mg de musculo macerado em 3 mL de tampao quando incu-
bado com citrato e/ou I-fosfoglicerol (glicerol-1-fosfato, o
qual sabia-se ser prontamente oxidado pela respiragao celu-
lar) a 40°C por 140 minutos. Os resultados estdo mostrados
na tabela.

Amostra Substrato(s) adicionado(s) pL de 0, absorvidos
1 Sem substrato extra 342
2 0,3 mL de 0,2 m 1-fosfoglicerol 757
3 0,15 mL de 0,02 m citrato 431
4 0,3 mL de 0,2 m 1-fosfoglicerol e 1.385

0,15 mL de 0,02 M citrato

(a) Por que o consumo de O, ¢ uma boa medida da respi-
racao celular?

(b) Por que a amostra 1 (tecido muscular nao suplementa-
do) consome oxigénio?

(c¢) Com base nos resultados das amostras 2 e 3, vocé pode
concluir que 1-fosfoglicerol e citrato atuam como substratos
para a respiracao celular neste sistema? Explique seu racio-
cinio.

(d) Krebs e colaboradores utilizaram estes experimentos
para argumentar que o citrato era “catalitico” — isto €, que au-
xiliava as amostras de tecido muscular a metabolizar o 1-fosfo-
glicerol de forma mais completa. Como vocé utilizaria os resul-
tados deles para aprofundar esse argumento?
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(e) Krebs e colaboradores também argumentaram que o
citrato ndo era simplesmente consumido, mas deveria ser rege-
nerado. Portanto, as reacoes deveriam formar um ciclo em vez
de uma via linear. Como vocé aprofundaria esse argumento?

Outros pesquisadores haviam observado que o arsenato
(AsO473) inibia a a-cetoglutarato-desidrogenase e que o malo-
nato inibia a succinato-desidrogenase.

(f) Krebs e colaboradores observaram que as amostras de
tecido muscular tratadas com arsenato e citrato consumiriam o
citrato apenas na presenca de oxigénio e, sob essas condicdes,
oxigénio seria consumido. Com base na via da Figura 16-7, a
que molécula o citrato era convertido neste experimento, e por
que as amostras consumiam oxigénio?

Em seu artigo, Krebs e Johnson também relataram o se-
guinte. (1) Na presenca de arsenato, 5,48 mmol de citrato
eram convertidos a 5,07 mmol de a-cetoglutarato. (2) Na pre-
senca de malonato, o citrato era quantitativamente convertido
a grandes quantidades de succinato e pequenas quantidades
de a-cetoglutarato. (3) A adicido de oxaloacetato na auséncia
de oxigénio levava a producdo de uma grande quantidade de
citrato; essa quantidade era aumentada quando glicose tam-
bém fosse adicionada.

Outros pesquisadores haviam descoberto a seguinte rota
em preparac¢oes similares de tecido muscular:

Succinato — fumarato —> malato —>
oxaloacetato — piruvato

(g) Com base somente nos dados apresentados neste pro-
blema, qual é a ordem dos intermedidrios no ciclo do acido
citrico? Como isso se compara a Figura 16-7? Explique seu ra-
ciocinio.

(h) Por que era importante mostrar a conversdo quantita-
tiva de citrato a a-cetoglutarato?

O artigo de Krebs e Johnson também apresenta outros re-
sultados que elucidaram a maioria dos componentes ausentes
do ciclo. O tunico componente que ficou indeterminado foi a
molécula que reage com oxaloacetato para formar citrato.
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