METABOLISMO DO NITROGENIO

Profa: Nubia Eloy



INTRODUCAO

4° elemento mais abundante na composicao dos seres vivos - proteinas,
acidos nucleicos, vitaminas e outras moléculas organicas;

Poucos organismos conseguem converter o N, em formas quimicas uteis;
O N, precisa ser fixado para produzir amonia (NH*, ou NH,), usada para a

sintese de aminoacidos;

—

Composicao do ar atmosférico

Argonio )
0,93% Dioxido de carbono

0,03%

Outros
Oxigénio 0,01%
20,94%

Nitrogénio
78,09%




FIXACAO DO NITROGENIO

Ciclo do Nitrogénio

« Fixagéo (reducao) do N, atmosferico por bactérias especificas que produzem
amonia (NH; ou NH*);

« Oxidacao da amonia em nitrito (NO-,) ou nitrato (NO-,) nitrificagao;

» Vegetais e muitas bactérias reduzem o nitrato a amobnia por meio de reacoes
catalisadas pelas nitrato redutases - producdo de aminoacidos;

» No processo de decomposicdo a amonia é devolvida ao solo, convertida em
nitrito ou nitrato por bactérias nitrificantes;

 Por fim o nitrito ou nitrato é devolvido a atmosfera na forma de N, por bactérias

anaerobicas em um processo chamado de denitrificacéo;



CICLO DO NITROGENIO
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PROCESSOS DE FIXACAO DO NITROGENIO

v" Nao bioldgicos: relampagos (natural) ou processo de Haber-Bosch (industrial)

v' Bioldgico: bactérias livres (Azotobacter) ou simbiontes com raizes de leguminosas
(Rhizobium)

- Atripla ligacdo N-N é muito estavel e requer alta energia de ativacéo para ser
rompida, além de condi¢cbes especificas de temperatura e pressao;

- A fixacao biologica é realizada pelo complexo da nitrogenase e usa energia
proveniente da hidrolise do ATP

N, + 10H* + 8e- + 16ATP

2NH*, + 16ADP + 16Pi + H,




12 etapa:

Reducao do nitrato em nitrito (citoplasma)

NO, + NAD(P)H + H* + 2cm=mmpp NO, + NAD(P)* + H,O
Nitrato redutase

22 etapa:

Reducéao do nitrito em aménio (cloroplasto)

NO, + 6Fd, + 8H* + 6e- wmmmpp NH,* + 6Fd_, + 2H,0

Nitrito redutase
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FIXACAO DO NITROGENIO PELO COMPLEXO
4 Piruvato

4CO, +
DA NITROGENASE 4 acetil-CoA

8 Ferredoxinas ou
8 flavodoxinas
(reduzidas)

8 Ferredoxinas ou
8 flavodoxinas
(oxidadas)

» Os elétrons sao transferidos do piruvato para a
denitrogenase através da ferrodoxina e pela
denitrogenase redutase;

» A denitrogenase € reduzida pela denitrogenase
redutase atraves da transferéncia de pelo
menos um elétron por vez;

8 Dinitrogenase-
redutases
(reduzidas)

8 Dinitrogenase-
redutases
(oxidadas)

16 ATP 16 ADP

~ - . , +16P,
« SAao necessarios 6e- para fixar uma molécula

de N, e mais 2e" para reduzir 2H* a H,;

8 Dinitrogenase-
redutases (reduzidas)
+ 16 ATP

8 Dinitrogenase-
redutases (oxidadas)
+ 16 ATP

O complexo da nitrogenase tem extrema
labilidade —as enzimas sé&o inativadas pelo
oXxigénio, ou seja, a fixacdo ocorre em meio
anaerobico;

Dinitrogenase
(oxidada)

Dinitrogenase
(reduzida)

H, 2H"

INH}



NITRITO REDUTASE

Luz
Ferredoxina H*
(reduzida) NO,-
@ Nitrito
Reac¢bes luminosas N,O

(Fe,S) ——> Heme

da fotossintese Oxido nitroso

Nitrito redutase NH,*
Ferredoxina Aménio
(oxidada)

Modelo do acoplamento do transporte fotossintético de elétrons, via ferredoxina, para
a reducao do nitrito, pela redutase do nitrito.



SIMBIOSE ENTRE BACTERIAS FIXADORAS DE NITROGENIO E
RAIZES DE LEGUMINOSAS

As bactérias tem acesso a grande disponibilidade de energia proveniente dos
carboidratos produzidos pela planta e fornecem a amoénia necessaria para a
biossintese de aminoacidos e outras moléculas;

A planta produz leg-hemoglobina — uma proteina que capta o oxigénio
presente no meio, tornando o ambiente ideal para a fixacdo do nitrogénio
pelas bactérias.

As bactérias vivem no interior das células do nodulo formado nas raizes das
leguminosas;

Essa associacao simbiodtica fornece 35 milhGes de tonelas de N/ano;

Rhizobium e Bradyrhizobium em raizes de soja

Bactérias fixadoras de nitrogénio formam
nédulos em raizes de alfafa.



REGULACAO

NO; wssmp NO, mmmp NH,'
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Carboidratos



INCORPORACAO DA AMONIA EM BIOMOLECULAS

A amonia é primeiro assimilada em glutamato e glutamina;
O grupo amino da maioria dos aminoacidos € derivado do glutamato;

As vias biossintéticas até glutamato e glutamina parecem ser similares em todas
as formas de vida;

Enzimas envolvidas: Glutamina sintetase (GS) e Glutamato sintase (GOGAT);
glutamato desidrogenase (GDH) glutamato:oxoglutarato-

-aminotransferase

Glutamato + NH,* + ATP

glutamina + ADP + Pi+ H*

: OGAT
a-cetoglutarato+ glutamina + NADPH + H*

GDH

2 glutamato + NADP*

a -cetoglutarato+ NH,* + NADPH glutamato + NADP*+ H,O



SISTEMA GS-GOGAT E REDUCAO DO NITRATO

+3
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GS- glutamina sintetase: GS2- isoforma do cloroplasto, GS1- isoenzima do

citoplasma; GOGAT- glutamato sintase

A GOGAT do cloroplasto pode apresentar duas ou trés isoformas, uma dependente
da ferredoxina (Fdx) e outras recebendo eletrons do NADPH,



REGULACAO DA GLUTAMINA SINTETASE

Glutamato
H &
NHI + ATP ® Clicina *H,N —E—c\

Glutamina sintelase '\'E‘g?/'
\0
H &
) Mlanina YHN —C —C
|

CHy 9

« Enzima chave no !
metabolismo do
nitrogénio;

-!----'.‘

« Aglutamina sintetase é |
regulada alostericamente |
pelo acumulo dos seus '

produtos;

Figura 6. Regulacdo alostérica da atividade da glutamina sintetase realizada pela
inibicdo por retroalimentagdo.



BIOSSINTESE DE AMINOACIDOS

Todos os aminoacidos sao derivados de intermediarios da glicdlise, do ciclo
do &cido citrico ou da via das pentoses fosfato;

O nitrogénio entra nestas vias atraves do glutamato ou da glutamina;

Bactérias e vegetais podem sintetizar todos os 20 aminoacidos; os animais
nao.



BIOSSINTESE DE AMINOACIDOS

« Mecanismo proposto para a glutamina

aminotransferase

« Grande parte das reacoes de biossintese de
producdo de aminoacidos e nucleotideos, tem
como principal fonte de amonia a glutamina,;

Dominio de ligacao Dominio de ligagao
da glutamina do aceptor de NH,

COO-

Cys—.S.H/\/IC /H'

o’ “NH,

/ Glutamina

Glutamina-
amidotransferase

O nitrogénio y-amidico da
glutamina (em vermelho) é
liberado como NH,, em uma
reacao que provavelmente
envolve um intermediario
covalente glutamil-enzima.

A NH, viaja através de um
canal até o segundo sitio ativo.

Intermediario
glutamil-enzima

A NH, reage com qualquer de
diversos aceptores.

_~NH

/

Canal paraa
NH,

Rl

N
(R—OH ou /C=()
0 R?

Aceptor

Substrato

4 / ativado

R—OX

ou

H,0
(2 Glutamato
R—NH, + H—0X
or
Rl
N
_ JC=NH + H,0
Rie



REACOES DE TRANSAMINACAO

CcCOO™ (|:OO-
CHg R (l]Hz Il{
| | Aminotransferase W
CH, + C=0 = > CHp + H—C—NH{|
= o | dependente de | | e

H-—C — NH} COO™ fosfato de piridoxal C=0 COO™
e |
COoO™ COO™

Glutamato o-Cetoacido «-KG a-Aminoacido

Reacao de transaminacao de transferéncia de um grupo amino de um aminoacido para um a-cetoacido,
caso geral.

Aspartato
C|00H C|00H aminotransferase C|00H CIOOH
Asp-A
HC —@ + c=o LA > HC —@ + C=0
I | | I
CH, CH, CH, CH,
I | | I
CH, ﬁ —O ﬁ — O CH,
I I
E—or o 0 C—0O
I |
0 0
Glutamato  Oxaloacetato Aspartato  2-Oxoglutarato

Exemplo de transferéncia de grupo amino envolvendo um aminoacido especifico, em que o outro
para doador/aceptor € o aspartato e o oxalocetato



Glicose

VISAO GERAL DA BIOSSINTESE DOS
AM I N OAC I D O S Glicﬂse-l‘.:-fnsl‘am

4 passos

Ribose-5-
4 passos fosfato

!

Histidina | %

fosfatn  —— 3-Fosfoglicerato == Serina

Y

¥ Glicina
~—— Fosfoenclpiruvato Cistelna
r
* 1
Triptofano L -E:L!Ianl'!ma
Fenilalanina Piruvato — alina *
Tirosina Leucina %
lsoleucing |4

Citrato

~
\

Oxaloacetato a-Cetoglutarato

AN

Aspartato ~— “""/ Glutamato

L L

Asparagina )

L Glutamina

* r".:f;'nﬂnr;'n:a Prolina
* Arginina

% Lisina




.38, WPl Familias biossintéticas dos aminodcidos, agrupadas de

acordo com o precursor metabolico

a-Cetoglutarato
Glutamato
Glutamina

Prolina

Arginina

3-Fosfoglicerato
Serina

Glicina

Cisteina
Oxaloacetato
Aspartato
Asparagina
Metionina*
Treonina®

Lisina*

*Aminoacidos essenciais em mamiferos.
‘Derivado da fenilalanina em mamiferos.

Piruvato
Alanina
Valina*
Leucina*
Isoleucina®

Fosfoenolpiruvato e
eritrose-4-fosfato
Triptofano®
Fenilalanina®

. . E
Tirosina

Ribose-5-fosfato
Histidina*



OXIDACAO DOS AMINOACIDOS

Sua degradacéao contribui para a geracao de energia metabolica — mas esta fracao de
energia varia com o tipo de organismo e a demanda metabdlica do mesmo;

Os vegetais raramente obtém energia a partir da oxidacéo de aa;

As reacOes de degradacéo convergem para as vias centrais do metabolismo de
carbono;

Cada via degradativa passa por um passo chave onde o grupo amino € separado do
esqueleto carbdnico, e desviado para uma via especializada que leva a excrecao;



RESUMO DO CATABOLISMO DOS AMINOACIDOS

Proteinas
intracelulares

|

Proteinas Amino-
da dieta > acidos

NH; *_JL» Esqueletos

o de carbono
Biossintese de
aminoacidos,
nucleotideos e
aminas bioldgicas
Carbamoil- a-Cetoacidos
-fosfato

Circuito do

aspartato- Ciclodo
Ciclo da -arginino- é(i‘:jo CO, + H,0
ureia -succinato do citrico HATP
ciclo do acido

citrico

Ureia (produto de Oxaloacetato
excrecao do nitrogénio) 1
Glicose

(sintetizada na
gliconeogénese)

Visao geral do catabolismo dos aminoacidos nos mamiferos. Os grupos amino e 0s
esqueletos de carbono tomam vias separadas, porém interconectadas.



REMOCAO DO GRUPO AMINO

A primeira etapa do catabolismo da maioria dos
aminoacidos € a remocao do grupo a-amino
pelas enzimas aminotransferases ou
transaminase - transaminacao;

Transaminacgao: o grupo a-amino € transferido
para o carbono a do a-cetoglutarato, resultando
no acetoacido analogo ao aminoacido;

O objetivo é coletar o grupo a-amino de todos
0S aminoacidos para um Unico composto —
glutamato;

Todas as reacOes catalisadas por
aminotransferases sao livremente reversiveis;

Todas as aminotransferases possuem um grupo
prostético comum — piridoxal fosfato (PLP) ou
vitamina B6.

CO0 CO0
é:o }gN—é—H
Cle (|3Hz
éHz éHQ
éoo éoo

a-Cetoglutarato L-Glutamato

G00 co0
Ihﬁ—?—ﬂ ¢—0
R R

L-Aminoacido a-Cetoacido



TRANSPORTE DE AMONIA NOS TECIDOS DE ANIMAIS

A amoénia € muito toxica para os tecidos animais;

Para ser transportada através do sangue de tecidos extra-hepaticos, a
amonia € combinada com glutamato para liberar a glutamina, por meio da
enzima glutamato sintetase;

A glutamina € neutra, ndo-toxica e atravessa facilmente as membranas, ao
contrario do glutamato que tem carga liquida negativa,

No interior da mitocondria dos hepatocitos, a glutamina libera a amoénia e o
glutamato por meio da enzima glutaminase;




DESTINO DO GLUTAMATO NO HEPATOCITO

NH;
Amonia (como

A acao conjunta das transaminases (T) e da glutamato fon amoaio)
desidrogenase (GDH) ermite canalizar o nitrogénio da maioria dos
Ay i . : + Animais amoniotélicos: a
aminoacidos para dois compostos: Asp. e NE{4 num processo alor et o Waite:
chamado de transdeaminacao. brados aquiticos,
COMO peixes 655805 & as
larvas dos anfibios
Aminoacido a-Cetoglutarato Excrecao Indireta
(ciclo da ureia) HzN_(“:_‘\H?
' -------------- -
Aspartato i
T Oxaloacetato Animais ureotélicos:
muitos vertebrados
torostros; também os
T tubardes
a-Cetoacido Glutamato a-Cetoglutarato -
L 0 R
L m
GDH HN/ \C,w:\\
> | | =0
NAD* (P) « H,0 O//’C\.\'/L\'\"
Excrecao I )
NAD(P)H + H* Direta ou indireta \—Addo rico
Animals uricotélicos:

+
NH, aves e réptels



EXCRECAO DO NITROGENIO E CICLO DA UREIA

O nitrogénio pode ser excretado na forma de amonia, uréia e acido Urico;

Os vegetais reciclam praticamente todos 0s seus grupos amino. Nao ha via
geral para a excrecao do nitrogénio em vegetais;

A amonia é convertida em uréia nas mitocondrias dos hepatocitos por meio
do ciclo da uréia;

O ciclo da uréia foi descoberto por Hans Krebs e Kurt Henseleit em 1932;



CICLO DA UREIA

« Uma molécula de ornitina se condensa com uma molécula de amobnia e uma de

CO, para formar a citrulina;
« Um segundo grupo amino € adicionado a citrulina para formar a arginina;
« Aarginina é hidrolisada de forma irreversivel em uréia e ornitina, pela enzima

arginase;

A uréia formada é transportada pela corrente sanguinea para 0s rins, e depois
excretada atraves da urina.

arginase

4 arginina &y ,Uréia
| 3 &
Amdniae, ornitina

2
\ citrulina g 1, % Aménia + CO,



CICLO DA lfREIA

12 reacdo: sintese do carbamoil-fosfato.
Condensacéo do CO, com a amobnia,
utilizando ATP para formar carbamoil-
fosfato. carbamoil-fosfato sintase |

22reacao: carbamoil-fosfato mais
ornitina formam a citrulina.
Transferéncia do grupo carbamoil-
fosfato para a ornitina, formando
citrulina. L-ornitina transcarbamoilase

32 reacéao: citrulina mais aspartato formam
argino-succinato. O aspartato € ligado a
citrulina, via aminogrupo do aspartato, e
fornece o segundo nitrogénio. Argino-
succinato sintase

43 reacao: clivagem do argino-succinato
forma arginina e fumarato - retém
nitrogénio no produto arginina e libera o
esqueleto aspartato como fumarato. Argino-
succinase

52 reacdo: clivagem da arginina libera
uréia e regenera ornitina - clivagem
hidrolitica do grupo guanidino da
arginina. Arginase hepatica.

Glutamina (i"
DOC—CH;— C—C00-
» Glutamato Tﬂﬁlﬂacetam
L w-Ceto- Aspartato
- glutarato n \.
~ NH; -‘I"Hs
HECOy “00C—CH;—CH— CO0
2 ATP 1
2ADP + P,
0 Le
Carbamoil- : |[ I
fosfato sz.—n,—u—}la—u
F, o
2
Matriz + '
mitecondrial :TH:; {IJ I‘ITHH
H3N—(CHg)y— CH—COO HaN—O—NH— (CHglg— CH—CO0
Owrnitina Citrulina
Citosol Citrulina
— ATP
3
. IJEJI
NH,
\ HN={|.'—NH—-‘L’HE-W—['H—{'{J{J
HyMN —(CHgly— CH—C0O0 EI}
Ormiti
itina Qm=F—g _—
Cicloda 5 .
Ureia - |
ureia I {‘ )
I e NT N
HoN=—{=—NH;
s 2 5 H H
H
Intermediario
Ha0 L OH OH citrulil-AMP
t '|
" Aspartato NHj
NHg NHj - i :
] | 3 OOC=—CHz=—CH=—CO0
HeN—C—NH—I(CHy)e— CH— 00
Arginina T MP

As enzimas que catalisam estas
reacdes estao distribuidas entre a
mitocondria e o citosol

N ool i i
00C— CH=CH—COO [

Fumarato

4

DO0C—CHy— CH—NH —C—NH—I(CHylg— CH—COD
Arginino-succinato



VIAS DE DEGRADACAO DOS AMINOACIDOS

Existem 20 vias catabolicas
diferentes para a degradacao de
cada aminoacido primario;

Todas as vias convergem para
formar apenas cinco produtos que
entram no ciclo do acido citrico —
acetil-CoA, a-cetoglutarato,
succinil-CoA, fumarato e
oxaloacatato;

Leucina
Lisina
Fenilalanina
Triptofano
Tirosina

l

‘ Acetoacetil-CoA

Y

Acetil-CoA

A

Isoleucina
Leucina
Treonina
Triptofano

J/\

Corpos
cetonicos
A
Isocitrato
/ Ciclodo
Citrato acido
citrico

Arginina

Glutamato l(— G!ut.ar.'mna
Histidina

Y
| a-Cetoglutarato l

\

Succinil-CoA

Succinato

1 Oxaloacetato ‘

{ Fumarato ](—

co,

Alanina
Cisteina
Glicina
Serina
Treonina
Triptofano

Asparagina
Aspartato

A
==l | Malato

Glicose

-

Prolina

Isoleucina
Metionina
Treonina
Valina

Fenilalanina
Tirosina

[ Glicogénicos
[_] Cetogénicos




DEFEITO GENETICO QUE AFETA O CATABOLISMO DE AMINOACIDOS

Teste do peézinho:

Determinacao da fenilalanina no sangue
Ocorre em 8 a cada 100 mil nascimentos
Acumulo de fenilalanina (fenilcetondria) causa retardamento na infancia

"NH; "NH 3

PAH
| !
Q CH,~CH—COO™ + O, N HQ—Q CH,—CH—COO™ + H,0

L-fenilalanina

Hy -biopterina H, -biopterina L-tirosina

NADPY NADPH + H'



BICICLETA DE KREBS

O ciclo de Krebs e o ciclo da uréia
se conectam pela ligacdo com
aspartato argino-succinato;

O fumarato produzido no citosol
pela arginosuccinato liase do ciclo
da uréia entra no ciclo de Krebs na
mitocondria, e € convertido em
oxaloacetato;

O oxaloacatato recebe um grupo
amino do glutamato e forma
aspartato que deixa a mitocondria, e
entrega 0 grupo amino para o ciclo
da uréia na reacao da
arginosuccinato sintetase;

Fumarato Arginina

Citosol

Circuitodo
aspartato-arginino-
-succinato do ciclo
do acido citrico

Oxaloacetato Arginino-
- -succinato
NADH Glutamato
t a-Cetoglutarato T \

: Aspartato Citrulina
Lancadeira do
palato-aspartato T \
Aspartato Citruling
o-Cetoglutarato
Glutamato

Oxaloacetate

Ureia

Cicloda
ureia Ornitina

Malato

}

Malato

Ornitina

Carbamoil-fosfato

NADH

NAD'
Matriz
Ciclodo mitocondrial
Malato Acido
\ citrico /
Fumarato



