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Estigio1  Amino- Acidos

O CAC é uma via catabdlica /1 ——
central e praticamente universal JU T
)=

O AcetilCoA (2C) entra no CAC Kﬁ co,

quando a citrato sintase o
catalisa sua condensacao com o — {

Oxidacao da
oxalacetato (4C) para formar acet-Con onalcachato. R°
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O Ciclo de Krebs resumido

Passo preparativo _ NADH
COy 4

Produtos por ciclo:
2 CO,
3 NADH
1FADH,
1 GTP

_ Piruvato (da Glicolise)

Acetil-CoA
Citrato
Oxaloacetato Isocitrato
NADH
Ciclo co, NADH
do acido
Malato BEn a-Cetoglutarato
CO;
Fumarato ALK
FADH, E Succinil-CoA
Succinato
GTP

(ATP)



O passo preparativo - acoplando Glicoélise e o ciclo de Krebs pela
oxidacao de piruvato em acetil-CoA e CO,

1) Transporte de piruvato do citoplasma a mitocéndria

2) Oxidacao de piruvato em Acetil-CoA e CO, pela piruvato desidrogenase

COq
0 0o~ CoA-SH +
N7 + TPP,

(f N‘Ai hpoate NADH O S CoA
CZO >
| Complexo da (IJ
CH, plruvato-desidrogenase (E, + E, + E,) H3

Piruvato Acetil-CoA

@z ~334 kJ@

IRREVERSIVEL




Piruvato, o produto da Glicélise, é convertido a acetil-CoA, material de
partida do CAC, pelo complexo da piruvato desidrogenase (PDH)

O complexo PDH é composto por multiples copias de 3 enzimas:

« piruvato desidrogenase, E1 (ligada ao cofator TPP)

« di-hidrolipoil transacetilase, E2 (covalentemente ligada ao grupo
lipoil)

« di-hidrolipoil desidrogenase, E3 (com os cofatores FAD* e NAD™)

TPP, de thiamine pyrophosphate
FAD, de flavin adenine dinucleotide
NAD, de nicotinamide adenine dinucleotide



O complexo multienzimatico Piruvato Desidrogenase (PDH)

| e—
0.05um

Em Escherichia coli cada particula e composta por
24 copias de piruvato desidrogenase (E1)

24 copias de di-hidrolipoil transacetilase (E2)
« 12 copias de di-hidrolipoil desidrogenase (E3)

+ 2 enzimas regulatorias:
- E1 quinase
 E1 fosforilase




Vantagens de Complexos Multienzimaticos

1) Reacoes enzimaticas sao limitadas pela difusao de substratos — um complexo
minimiza a distancia entre os sitios cataliticos

2) Formacao de um complexo facilita a transferéncia de intermediarios entre
enzimas sucessivas, limitando perdas as outras reacoes.

3) Enzimas em um complexo podem ser co-reguladas, coordenando as reacoes
catalisadas.
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Etapas1,3e4
sao irreversiveis

Etapas 3,4,6e 8 a
energia é conservada

pela transf. de e” ao
FAD* ou NAD*

Etapa 5, formacao de

GTP (Fosf. ao nivel de S) ®

Piruvato (de Glicolise)

(8]

Desidrogenacao:
oxidagao do —OH
completa a sequéncia
de oxidacao; carbonil

Oxaloacetato

gerado Pgsicionado 0—C—CO00"~
para facilitara [
condensacao de CHy;—COO~

Claisen na proxima
etapa.

Malato-desidrogenase
o Malato

Hidratagao: CO0~
adicao de
agua a ligacao HO_(IjH
.dupla CH,
introduz
o grupo COo0~
—OH para
a proxima
etapade Fumarase
oxidagao.

H,0

COO~

Fumarato ﬁH

I
COO~  FADH,

(6] Succinato-desidrogenase
Desidrogenacao:
introdugao da

ligagao dupla inicia

Condensacao de Claisen:

Acetil-CoA grupo metil da acetil-CoA
0 convertido a metileno no
citrato.
CH:,,—-&—S-COA

H0  goa-sH

Citrato (22}
Citrato-sintase —
CH,—C00 Desidratacao/reidratacao:
HO—C—COO0O~ grupo —OH do citrato
B reposicionado no isocitrato

CH,—COO preparando para a descar-

boxilagdo da proxima etapa.
CiCIO do éCido Cl’trico Aconitase H,0

CH,—COO~
||_COO_ cis-Aconitato
C—COO“
(3) NADH
Aconitase
Reldrataqao
CHZ—COO‘
H— —COO0~
HO—(C—H  Isocitrato
COO~ (3}
Isocitrat L
—clesidizz;ernaa; Descarboxilagio
oxidativa:

grupo —OH oxidado
a carbonil, o que,
Complexo CH,—COO~ COz  porsua vez, facilitaa

a sequéncia de CH;—COO~ B
oxidaciodo (I} o el a-cetoglutarato- descarboxilagao por
=5 H, S -desidrogenase Hy meio da estabilizagao
metileno. -sintatetase d bani
. _ —0 o carbanion
Succinato  COO CH,—COO- | formado no carbono

Fosforilacao ao nivel do substrato:
energia do tioéster conservada na

ligacao fosfoanidrido do GTP ou ATP.

adjacente.

CO
CoA-SH «-Cetoglutarato

Iél—S-COA CO, o
GDP O

(ADP)  succinil-CoA
+ P

i

Descarboxilacao oxidativa:
mecanismo similar a
piruvato-desidrogenase;
dependente do carbonil no
carbono adjacente.
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O Ciclo de Krebs — uma via ciclica e anfibolica

Porque seus
intermediarios podem
servir tanto ao
catabolismo quanto ao
anabolismo

Caracteristicas
catabolicas e
anabolicas

= anfibolica

acids

COs ™ Pyruvate
| \
Amino -
acids | Acetyl-CoA Fatty
;‘\\ f

*  Oxaloacetate

» _
\ ¥ '
Asparate Malate Citrate
Phenylalanine
Tyrosine ~_
kN
Fumarate
Succinate

Succinyl-CoA o-Ketoglutarate

A4 A LAY
Fo \

, Amino
Isoleucine ‘ acids

¥

Methionine

Valine L
Odd-chain

fatty acids

1
/ Cholesterol

Isocitrate



Glicolise

 Fosforilacao em nivel de Substrato: 2 ATP
« Fosforilacao oxidativa 2 NADH: 6 ATP
e Total 8 ATP

Balanco da respiracao aerobia (Glicolise + TCA)

« Reacoes de oxidacao e reducao em presenca de um aceptor de
elétrons externo, o O,

« A molécula inteira do substrato e oxidada ate CO,

« Alto potencial de energia

« Grande quantidade de ATP é gerada: até 38 ATPs



Eficiéncia
Na cadeia de transporte de elétrons

(se oxigénio é o aceptor final de elétrons)

— 2 e-de cada NADH potenciam = 3 ATP
— 2 e de cada FADH, potenciam = 2 ATP

4 NADH x3 ATP = 12 ATP
1 FADH,x2 ATP = 2ATP
1 GTP (Fost. em nivel substrato) = 1 ATP

15 ATP (x 2

piruvato)

Total 15 ATP

Soma glicolise (8 ATP) + TCA = 38 ATP por molécula de
glicose



REGULACAO DO CICLO DE KREBS

1- Suprindo a via anfibolica com matéria

2- Regulando o fluxo dos metaboélitos na via
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As 4 reacoes anaplerodticas que repoem os intermediarios

do ciclo esgotados

/‘ Piruvato
piruvato-

PEP-carboxicinase

v
Fosfoenolpiruvato (PEP) < >0xaloacetabo

PEP-
carboxilase

Ciclo
do deia
Malato citrico

enzima
madlica \

Piruvato

FIGURA 16-15 Papel do ciclo do 4cido citrico no anabolismo. In- quatro reagoes anapleréticas que repdem os intermedidrios do ci-

Y\ Succinil-CoA

Citrato

\
\

a-Cetoglutarato

termedidrios do ciclo do 4cido citrico sdo desviados como precur-  clo esgotados (veja a Tabela 16-2).

sores de muitas vias biossintéticas. Mostradas em vermelho estio



Mantendo o Ciclo de Krebs abastecido
— As reacoes anapléroticas

Anaplerotic Reactions

Reaction Tissue(s)organism(s)
PEP carboxykinase
Phosphoenolpyruvate + CO, + GOP * oxaloacetate + GTP Heart, skeletal muscle
PEP carboxylase )
Phosphoenolpyruvate + HCO, oxaloacetate + P, Higher plants, yeast, bactena

Malic enzyme

Pyruvate + HCO; + NAD(PIH malate + NAD(P) Widely distributed
in eukaryotes

Pyruvate carboxilase | !
Pyruvate + HCO; + ATP oxaloacetate + ADP + P, Liver, kidney

L Regulacao alostérica positiva por Acetil-CoA

b T Acetil-CoA — 1 oxaloacetato
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Transaminacao de
acido aspartico

N

Oxal

tate

Acetyl-CoA

Transaminacao de
acido glutamico

a-Ke

Degradacao de acidos
/ graxos (nimero de C impar)

Degradagﬁo dos amino
acidos Ile, Met e Val
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(jow/ry) ., OV

sugere 3 etapas como alvos a serem reguladas

O Ciclo de Krebs: Energia livre das reacoes

Ultima etapa com AG®”

altamente positiva?




Como o Ciclo de Krebs pode funcionar quando a etapa final
tem uma AG positiva?

1) Aplicando o principio que uma reacao com AG negativa pode ser acoplada a
uma reacao com AG positiva — hidrolise de acetil-CoA acoplado a oxidacao de
malato.

Malato Citrato
desidrogenase sintase

MALATO —— OXALOACETATO —— CITRATO

AG®” (kJ/mol) +29.7 -31.5
(Hidrolise do tioester de Acetil-CoA)

AG (kJ/mol) ~0 <0

~

Condensacao de Claisen:
grupo metil da acetil-CoA
convertido a metileno no

citrato.

Acetil-CoA

I
CH3;—C—S-CoA

H,0  oA-SH
Citrato
CH;—COO~

O0=C—CO0~ HO—(|‘,—COO'

I
/ CH,—COO0~ CH;—CO0~
/4 X

Oxaloacetato _~ )



1) Regulacao do Fluxo - Conversao de Piruvato em Acetil-CoA

O\ /O“
C Con2H NAD TPP, lipoate, NAﬁDH O\ /S-COA
(L_O \~ \ FAD ‘/ C +co
II_ ' pyruvate dehydrogenase | | g
CII; complex (E, + E, + E.) CII;;

Pyruvate Acetyl-CoA

Regulacao alostérica do complexo piruvato desidrogenase:

| ATP

INIBIGAO (¥) | acetil-CoA
NADH
| acidos graxos de cadeia longa
[ CoA - ~
. AMP Em condicoes de concentracoes elevadas
ATIVAGAO @ 1 de compostos de alta energia, a enzima é
NAD+ inibida
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2) Regulacao de piruvato desidrogenase por modificacao covalente (fosforilacao)

O complexo de piruvato desidrogenase € formado por E1, E2 e E3

... mais 2 enzimas regulatorias
« E1 quinase
- E1 fosfatase

S/ E1 quinase ‘,’
| |
TPP !__x'. FAD TPPE_ ,-_1'- FAD

S5 ) \
I E ) v E' I 4 v E' I
& J

T i ——

E1 fosfatase
ATIVA INATIVA

I

E1 quinase € ativada alostericamente por ATP .....
... em condicoes de acamulo de ATP, piruvato desidrogenase é
inativada.
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Passo preparativo

regulado

Resumo: regulacao do
Ciclo de Krebs

-As 3 etapas com AG
negativas sao reguladas.

Em geral —

[ATP] e [NADH] alta inibem
as enzimas e diminuem o
fluxo.

Piruvato

ATP, acetll-CoA,

Complexo da NADH, &cldos graxos

piruvato-

-desldrogenase AMP, CoA, NAD™ , Ca2*

Acetil-CoA

X

NADH, succinil-CoA, citrato, ATP

@ ADP

Citrato

N\

Isocitrato
Isocitrato
desidrogenase

a-Cetoglutarato
Complexo da
P &) succinil-coa, NADH

a-cetoglutarato-
-desldrogenase @ Ca2+

Ciclodo
acido
citrico

Oxaloacetato

Malato-desidrogenase

NADH

Malato

Succinato-

-desldrogenase Succinil-CoA

GTP

(ATP) 24



Integracao de Ciclo de Krebs e Glicdlise - Fosfofrutoquinase (PFK) \

O O
5 | 6

15} 1 l
~ O—P—0O—CH: 1 ~ O—P—0—CH: CHs -O0—P—0
}()\ CHy—OH ATP ADP | 2 ()\ 2 ?

J )" 5 2 Mgy 0 5 2 o
H OH [phosphofructokinase-1 H OH
4 3 1 o
OoH H OH H
Fructose 6-phosphate Fructose 1,6-bisphosphate

AG? = —14.2 k.J/mol

Passo 3 A\’PP A\IVIP, ADP
\ \

> Fructose 1,6- + ADP
'n® @ b;sl;)clmg:;hate
f [

- \
citrate |fructose 2,6-
bisphosphate

Fructose 6- + ATP
phosphate

Produto de etapa 1

do ciclo de Krebs o5




Integracao de Ciclo de Krebs e Glicolise — Piruvato quinase

O
0 P) O\\ /O |
0 C 0—P=0
C—0—P—0 + ® Mg K, 0 +
bu, 0 0 inase ) CH 7
12 | 113 @
Rib —Adenine 0
Phosphoenolpyruvate ADP Pyruvate |
Rib —Adenine
ATP
Passo 10 ,l, AG'°= —31.4 kJ/mol
- ATP

INIBICAO ® 1« acetil-CoA
 acidos graxos

Concentracao elevada de ATP, acetil-CoA ou acidos graxos

diminui a formacao de piruvato
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