Acetil CoA e Ciclo de Krebs

Prof. Henning Ulrich
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A energia quimica ganha na oxidacao da glicose é utilizada para
reacOes endergodnicas de sintese de moléculas estruturais da célula

Figure 18.4
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Descarboxilacao do piruvato:

j i
f !
H;C- C—COO~ + HS—CoA + NAD* ———— H,C—C—-SCoA + NADH + CO,
+ H*
Piruvato Coenzima A Acetil CoA

Reducédo de 1 NAD*

Formacao de acetil CoA (rica em energia)

Ciclo de Krebs:

A oxidacéo da acetil CoA fornece 8 elétrons para a reducdo de 3 NAD+e de 1
FAD

3 NAD* +FAD +GDP + P; + acetil CoA+2 H,O ——3 NADH + 3H* + FADH, +GTP + CoA + 2CO,

O poder redutor sera usado para gerar um gradiente eletroquimico através da membrana da
mitocondria



CyTosoL

Transport protein

PYRUVATE




Acetil-CoA (acetil-coenzima A)

Reactive
thiol proup

rd

s :
£ NH,

Coenzyme A

| N~y :
/ H H H CH; ? 1|:|| ' | N | Adenine

=

I | » _
tl':-f»—f.‘-Hz—CH:—H—G—{:HE—EHE—N—G—C—(J}—CHE—{}—P—L'}—I-' 0—CH; N= =y

| I I -
A-Mercapto- (u’ JJ) J]H AH:; 0 0 : #’[i'[ : I
thylamine
ethylamine Pantothenie acid H .

Ribose 3"-phosphate

(l'fl' OH
- l']'=Ir—£'J
&
CH,—C | 0 _
S
S-CoA 3" -Phosphoadenosine diphosphate
Acetyl-CoA

A hidrdlise da ligacio de tioester (rico em energia; delta G*= -34 KJ/mol)

ATP AMP + PPi

CH3-COO- + COASH\‘ > CH3-CO-SCoA




Sintese de Acetil-CoA.:
1-Descarboxilacao oxidativa do piruvato

=» A acetil-CoA é formada a partir da descarboxilacdo oxidativa do piruvato,

realizada sequencialmente pela piruvato desidrogenase -PDH (complexo
multienzimatico de 3 enzimas), na matriz mitocondrial:

Desidrogenase pirudvica (grupo prostético TPP) -

\ Dihidrolipoiltranscetilase (grupo prostetico Lipoamida)- =&

Dihidrolipoildesidrogenase (grupo prostético FAD) '

— ...e5coenzimas:

Tiamina pirofosfato (TPP) — reage com o piruvato

Lipoamida — aceita grupo acetil e transfere-o para 0 CoA

CoA — aceita grupo acetil

FAD — aceita equivalentes redutores

NAD+ — aceita equivalentes redutores




O complexo multi-enzimatico de piruvato desidrogenase:
Formacao de acetil-CoA

Piruvato + coenzima A+ NAD* ——— AcetilCoA + NADH + CO,
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Ciclo de Krebs (Acido Citrico)

O acetil CoA produzido através de piruvato, amino-
acidos e acidos graxos é oxidado no ciclo de
Krebs em CO,, obtendo-se como produtos
NADH, FADH, e GTP (ATP).

Paralelamente a esta oxidacao, o ciclo de Krebs
produz compostos utilizados como precursores
para biossintese.

Como ¢ um ciclo, uma molécula de oxaloacetato
poderia, em principio, oxidar uma quantidade
indefinida de CO,.

Complexo multi-enzimatico piruvato desidrogenase
Ciclo de Krebs

Regulacao do ciclo de Krebs

Reacoes anabolicas e transporte de metabolitos
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Os passos do ciclo de Krebs
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Os reagentes gque iniciam o ciclo de Krebs sao acetyl-CoA e oxalacetato.

O ciclo renova o oxaloacetato. A concentracao de oxaloacetato determina a
velocidade do ciclo.

8 reacdes enzimaticas:

1.  Citrato sintase: Acetil CoA + oxalo-acetato+ H,O — Citrato + CoA-SH
(Condensacéao)
2. Aconitase: Citrato <«———— |socitrato (Isomerizacgéao)
3. Isocitrato desidrogenase:
Isocitrato + NAD* —> a-Cetoglutarato + CO, + NADH + H* (descarboxilagédo
oxidativa)

4.  Complexo de a-Cetoglutarato desidrogenase:
a-Cetoglutarato + CoA-SH +NAD* ' Sucinil CoA + CO, + NADH + H* (descarboxilaco oxidativa)

5.  Succinil CoA + GDP +———  Sucinato + GTP + CoA-SH (Fosforilacao
(succinil CoA sintase) ao nivel de substrato)

6. Succinato +FAD <+—> Fumarato + FADH,
(succinato desidrogenase )

/. Fumarato + H,O <——— Malato (Hidratacao) fumarase

8. Malato + NAD* <+«——— Oxalacetato + NADH +H* malato desidrogenase

3 NAD+ +FAD +GDP + Pi + acetil CoA+ 2 H,O —— 3 NADH +H* + FADH, +GTP + CoA + 2CO,



As reacOes exergdnicas ajudam a catalisar reacdes endergbnicas
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Reac0es reversiveis do ciclo de acido citrico
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a.-cetoglutarato desidrogenase complexo multi-enzimatico funciona
como piruvato desidrogenase

o-cetoglutarato desidrogenase (E1) Piruvato desidrogenase  (E1)
Diidrolipoil transuccinilase  (E2) Diidrolipoil transacetilase (E2)

Diidrolipoil desidrogenase (E3) Diidrolipoil desidrogenase (E3)
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Funcdes anfibolicas do ciclo de Krebs
Vias anapleroticas fornecem intermediarios do ciclo.
Vias anabdlicas removem intermediarios do ciclo para sintese de glicose, acidos graxos,

aminoacidos e porfirinas.
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Regulacdo da velocidade do ciclo de acido citrico

Por qué ?

Ciclo e acoplado a reoxidagdo do NADH + H* e FADH,,
consumo de oxigénio e a producao de ATP.
Cadeia de transporte de elétrons é diretamente acoplada
ao ciclo de acido ciclico.

Ha 3 reacles extremamente exergonicas, com AG® negativos, catalisadas por:

- Citrato sintase
- Isocitrato desidrogenase
—a-cetogluatarato desidrogenase

gue funcionam longe de equilibrio.



Regulacao da velocidade do ciclo de acido citrico

1. Disponibilidade de substrato

Velocidade regulada por disponibilidade de acetil CoA, oxaloacetato e NAD+
Na mitocdndria, as concentracdes desses substratos sdo menores que a concentragéo da
citrato sintase.

2. Inibicao da reacao pelo produto
O produto da reacéo catalisada pelo citrato sintase, o citrato € um inibidor competitivo pela
ligacdo do oxalacetato ao centro catalitico da enzima.

3. Inibicéo alostérica
Altas concentracgtes de ATP inibem a isocitrato desidrogenase.

4. Inibicao do tipo feed-back:
Altas concentracgdes de sucinil-CoA (“downstream” no ciclo) competem com acetil CoA para
ligacdo ao centro catalitico da piruvato desidrogenase.

5. Fosforilacao ao nivel do substrato:

O complexo de piruvato desidrogenase é inativo quando fosforilado. A contracéo do
musculo ¢é induzida pelo aumento de célcio intracelular. O calcio liberado ativa uma
fosfatase que desfosforila e ativa a enzima.



Regulacao da velocidade do ciclo de 4cido citrico
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Regulacao da atividade da piruvato desidrogenase por fosforilacéao

High NADH /NAD* ratio
High AcCoA/CoASH ratio

Low NADH /NAD" ratio
Low AcCoA/CoASH ratio




Formacéao dos metabolitos do ciclo de Krebs

Anaplerotic Reactions

Reaction Tissue(s ) organism(s)
Pyruvate + HCO; + ATP — S oxaloacetate + ADP + P, Liver, Kidney
Phosphoenolpyruvate + CO; + GOP e oxaloacetate + GTP Heart, skeletal muscle
Phosphoenolpyruvate + HCO; e oxaloacetate + P Higher plants, yeast, bacteria
Pyruvate + HCD; + NAD(PIH ———— malate + NAD(F)' Widely distributed

in eukaryotes
and prokaryotes

1.  Aumento da concentracdo de oxaloacetato, aumento da velocidade, mais NADH + H* e
FADH, produzida, porem mais ganho de ATP.

Metabolitos utilizados para sintese de compostos de armazenamento de energia.

3.  Sintese de elementos estruturais da ceélula, como acidos nucleicos.

N

Alguns passos do ciclo sao reversiveis



Aumento da concentracao de oxaloacetato

Garrett & Grisham: Biochemistry, 2/e

Figure 20.24
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Ciclo de Krebs /  Transporte através da Membrana
B-oxidacéo
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Aproveitamento do Lactato no ciclo
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Vitaminas e Co-enzimas

Vo

l

Water soluble vitamins - Coenzymes

Vitamin Coenzyme Biochem. Role

Thiamine (B,) | Thiamine pyrophosphate C—(CO) cleavage rxn, eq.
decarboxylation

Riboflavin Flavin adenine dinucleotide (FAD) | Oxidoreductases of sugars &

(B,) / Flavin mononucleotide (FMN) lipids

Niacin (B;) [ NAD* / NADP-. NAD - oxidative phosphorylation
NADP - reduction in biosynthesis

Panthothenic | Coenzyme A C—C bonds with two-carbon

acid (Bs) additions - central to metabolism

Pyridoxal Pyridoxal phosphate Transamination reactions

(Bo)

Cobalamin Various eg. methyl~ Single-carbon addition reactions

(812)

Biotin Biocytin Carboxylation reactions -
activates CO, (leaving group)

Lipoic acid [ Lipoamide Pyruvate dehydrogenase complex

Folic acid Tetrahydrofolate Single-carbon addition reactions




Importancia Biomedica

vA funcao principal do ciclo do acido de Krebs € a de atuar
como via final comum para a oxidacao dos hidratos de carbono,

lipidos e proteinas;

vEste ciclo tem também um papel essencial na gliconeogénese,
transaminacao e lipogénese;

Repercussoes

v'Para o desenvolvimento normal do ser humano, nao
podem ocorrer anomalias genéticas nas enzimas
intervenientes neste ciclo



Beribéri

Caso Clinico

Insuficiéncia de

>
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Caso Clinico

Cardiovascular (Beribéri
Humido) que se caracteriza
por uma insuficiéncia
cardiaca de alto débito com
taquicardia, aumento de
pressao  venosa  central,
retencao de sdédio com ou
sem edema periférico que
pode evoluir para edema
agudo de pulmao.

Beribeéri

Cerebral (Beribéri Seco) que
se caracteriza por confusao
mental e oftalmoplegia
podendo evoluir para o0 coma
(encefalopatia de Wernicke).
A neuropatia periférica €
acompanhada de disturbio de
sensibilidade e formigueiro
nos membros inferiores.



4.

Resumo

O complexo multienzimatico de piruvato desidrogenase que contem trés
enzimas e cinco cofatores que produz acetil-CoA a partir do piruvato.

O grupo acetato da acetil-CoA é oxidado a duas moléculas de CO2, com
geracdo de 3 NADH, 1 FADH2 e 1 GTP. Aenergia liberada quando as
coenzimas sao reduzidas € armazenada na forma de ATP com reducao do
oxigénio.

O ciclo é regulado nas 3 enzimas que catalisam reacdes exergonicas:
citrato sintase, isocitrato desidrogenase, e a-cetoglutarato desidrogenase.
(disponibilidade de substrato; inibicdo da reacdo enzimatica pelo produto).

Ativacao e inibicao alostérica (NAD, NADH, ADP, ATP e calcio).



Esta vitamina faz parte do grupo prostético tiamina
pirofosfato (TPP) integrante das enzimas piruvato
desidrogenase, a-cetoglutarato desidrogenase e
transcetolase (via das pentoses-P)

Ocorrendo uma falta desta vitamina, normalmente devido
a ma nutricao, torna-se impossivel sintetizar as enzimas
mencionadas, ocorrendo uma consequente acumulacao de
piruvato e a-cetoglutarato no sangue.

O diagnostico da doenca faz-se por teste da actividade da
transcetolase nas hemacias, que em caso de doenca € muito
baixa.
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