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Introdugao

No dia de 25 de Agosto de 2000 com-
pletaram-se cem anos do nascimento
de Hans Krebs', cujo nome esta associ-
ado ao ciclo de Krebs (do acido citrico
ou do &cido tricarboxilico), tradicional-
mente matéria de estudo na Bioquimi-
ca. A sua importancia ultrapassa os
dominios classicos da Bioguimica e os
mais recentes conhecimentos sobre o
ciclo permitem uma abordagem mais
interdisciplinar, mais acessivel para pes-
soas vindas de areas fronteiricas a Bio-
quimica. Estes desenvolvimentos tém
permitido uma melhor compreenséao
dos mecanismos de algumas enzimas e
tornam possiveis novas aplicagdes em
diversos dominios (por exemplo em bio-
tecnologia e em medicina).

Ciclo de Krebs: aspectos
histéricos

Durante a segunda década do século XX
alguns investigadores detectaram a
transferéncia de atomos de hidrogénio
em alguns acidos organicos em suspen-
sdes de tecidos animais moidos. Estas
experiéncias foram feitas em condi¢des
anaerdbias e usaram como indicador o
azul de metileno. Com estas experiénci-
as foi possivel concluir a existéncia de

desidrogenases naqueles tecidos. Nos
anos 30 determinou-se a velocidade de
consumo de oxigénio molecular através
de medi¢bes com manometros em sus-
pensdes de tecidos moidos. Verificou-se
a oxidacdo de alguns &cidos organicos a
diéxido de carbono e foi mesmo possivel
detectar a sequéncia de oxidagdo do
succinato. Em 1937, Krebs e o seu
assistente W. A. Johnson concluiram
que existia uma sequéncia de reacgdes
organizadas de forma ciclica. Esta con-
clusdo foi atingida a partir de trabalhos
com suspensdes de musculos utilizados
pelos pombos durante o voo (tecidos
sujeitos a elevado gasto energético,
quando em acg¢do). Para tal nem sequer
utilizaram a técnica de marcagédo isoto-
pica que comegou a ser experimentada

na mesma altura. E este ciclo que hoje
¢ conhecido pelo nome de Krebs [1,2].

Ciclo de Krebs: aspectos
metabélicos gerais

O ciclo de Krebs esta presente, com
pequenas variantes, tanto nos microrga-
nismos — como por exemplo a £scheri-
chia coli — como em animais superiores
—caso do homem. Porém, para ser mais
bem compreendido, é preciso mencio-
nar a fonte principal de energia do orga-
nismo — a glicose (fig. la) — e os seus
processos de degradacao.

A glicdlise" é o processo através do qual
a molécula de glicose (fig. 1a) é degra-
dada numa sequéncia de dez reacgdes

figura 1 estrutura da glicose(a) e do piruvato(b)
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em duas moléculas de piruvato (fig. 1b).
Durante este processo muita da energia
livre libertada é armazenada sob a
forma de ATP (do inglés, Adenosine Tri-
Phosphate).

A glicdlise é a via central de degradagao
da glicose na maioria dos organismos
vivos. Existem trés vias importantes que
podem ser seguidas pelo piruvato (ver
fig. 2). Todavia, nem todos os organis-
mos utilizam as trés formas.

Numa das vias, como acontece em
alguns microrganismos em anaerobiose,
o piruvato formado a partir da glicose
pela via glicolitica é convertido em eta-
nol e diéxido de carbono, através de um
processo chamado fermentagao alcooli-
ca (sem a qual nao seria possivel a pro-
dugéo do vinho ou da cerveja).

A segunda via possivel de consumo do
piruvato é a sua redugdo a lactato. Esse
processo ocorre em alguns tecidos ani-

mais quando funcionam anaerobiamen-
te, em especial, 0 musculo esquelético
durante um processo envolvendo activi-
dade fisica intensa. A formacao do acido
lactico por ac¢do de bactérias pode ori-
ginar o leite fermentado (sem esta acti-
vidade nao seria possivel produzir o
iogurte) e, ainda, o chucrute (tdo de
agrado dos apreciadores da cozinha
alemd) obtido pela fermentacdo do
repolho.

Nos organismos aerobios o piruvato for-
mado a partir da glicélise é oxidado,
perde 0 seu grupo carboxilico, libertado
na forma de didoxido de carbono, e
forma o grupo acetilo da acetil coenzima
A. Esta é a via de degradacao do piru-
vato nas células aerdbias animais e
vegetais [3a].

Ao longo da sua vida, os organismos
omnivoros consomem uma grande vari-
edade de alimentos complexos, tanto de
origem animal, como vegetal. No seu
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corpo, esses alimentos sdo transforma-
dos em substancias mais simples, tais
como 0s monossacaridos. Entre os esta-
gios terminais da oxidagdo dessas subs-
tancias salienta-se um ciclo de reacgtes
enzimaticamente assistidas, onde o
4cido citrico'™ (daf o nome alternativo do
ciclo de Krebs) é um intermediario
importante desse processo. O ciclo,
embora seja mencionado na literatura
por si s6 por assim ser mais facil a sua
compreensao, nao surge isoladamente
no organismo. Esta associado a outros
processos de uma forma muitas vezes
complexa, o que o torna relevante em
diversas fungdes metabdlicas. As princi-
pais fungdes as quais o ciclo de Krebs
estd associado séao:

1) Produgéo da maior parte do dioxido
de carbono formado nos tecidos;

2) Fornecimento de grande parte das
coenzimas reduzidas que sao utili-
zadas na cadeia respiratéria e parti-

figura 2 Vias de degradagdo do piruvato (adaptado de[3])
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figura 3 Ciclo de Krebs: seus intermedidrios e enzimas participantes (por clareza de leitura apresentam-se outros dados sobre o ciclo na tabela 1); adaptado de(3].

cipagao na formagao de intermedia-
rios para a sintese de moléculas es-
senciais para o0s sistemas vivos, co-

mo sejam as purinas e as pirimidinas
dos nucleétidos, os lipidos, os ami-

noéacidos e as porfirinas.

Todas as reac¢des do ciclo de Krebs nas
células dos eucariontes ocorrem nas
mitocondrias [4].

Na figura 3 e na tabela 1 mostram-se os
intermediarios do ciclo de Krebs.

Os equivalentes redutores NADH (do
inglés, Nicotinamide Adenine Dinucleo-
tide) e FADH, (do inglés, Flavine Adeni-
ne Dinucleotide) formados durante o
ciclo de Krebs vao ser usados na fosfo-
rilacao oxidativa. As enzimas deste pro-
cesso localizam-se na membrana interna

das mitocodndrias. Os electrdes proveni-
entes dos mencionados NADH e FADH,
sao transportados ao longo da cadeia
respiratoria sendo o aceitador final o oxi-
génio molecular que forma H,O como
produto final. Como consequéncia deste
transporte os hidrogenides sdo bombea-
dos para o espaco intermembranar. Esta
situagdo gera um gradiente quimico e
eléctrico, cuja energia é utilizada para a
producéo de ATP no regresso dos hidro-
genides a matriz mitocondrial. Neste
processo participa a enzima ATP-sinta-
se, que funciona como uma espécie de
motor molecular e cuja arquitectura
molecular foi recentemente determina-
dal6l.

Note-se que é este processo total que
permite produzir 30-32 moles de ATP

por mole de glicose, 0 que representa
um rendimento energético de cerca de
42%, superior ao da via anaerobia
(31%); obtendo-se no primeiro caso
uma quantidade de energia maior por-
que a oxidacdo da glicose é total
[2,33,3b,5].

Alguns comentarios sobre
informagdo mais recente

Uma melhor caracterizagao das enzi-
mas envolvidas no ciclo permite optimi-
zar a sua actividade em algumas aplica-
cOes, por exemplo, na sintese quimica
(do ponto de vista biotecnoldgico) e na
regulagcdo do crescimento ou na elimi-
nacdo de um organismo (com conse-
quéncias ao nivel das tecnologias de



produgdo animal, medicina, etc.). Um
melhor conhecimento das fungdes das
enzimas passa pelo entendimento dos
mecanismos durante a sua accao e
uma das ferramentas importantes é a
determinacdo das suas estruturas. Na
década de 90 do século XX os conheci-
mentos sobre 0s centros activos das
enzimas aumentaram consideravelmen-
te. Actualmente, jd foram determinadas
as estruturas de praticamente todas as
enzimas participantes no ciclo de Krebs"
através das técnicas de difracgdo de
raios-X e espectrometria de RMN, técni-
cas que ndo estavam acessiveis aos
investigadores na primeira metade do
século XX. Algumas dessas estruturas
contém os substratos ou os produtos
das reacgbes (outras ainda inibidores)
coordenados ao centro activo das enzi-
mas, 0 que torna, assim, possivel “visu-
alizar" as etapas da catalise. Todavia
nao se conhece o conjunto completo de

tais etapas para 0 mesmo organismo’,
embora a generalizagdo dos conheci-
mentos possa ser feita devido a consis-
téncia encontrada entre muitos dados
experimentais provenientes de diferen-
tes sistemas vivos.

Adiante apresentar-se-a resumidamente
alguns aspectos importantes das enzi-
mas activas no ciclo de Krebs, salien-
tando a logica da sua escolha para a
funcdo que desempenham.

As fungoes nos ioes metalicos
no ciclo de Krebs

Muitas enzimas tém ides metalicos no
centro activo, isto &, sdo metaloenzimas.
Nestes casos alguns conhecimentos
sobre estes elementos, isto &, das suas
propriedades especificas do ponto de
vista quimico associadas a sua disponi-
bilidade, permitem entender as razoes
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da sua escolha em biologia [7]. Sobre
estas caracteristicas dos elementos
metalicos refiram-se, por exemplo, o
tipo de complexos que formam, a sua
geometria de coordenagao e a existén-
cia ou nao de varios estados de oxida-
cao.

Algumas das enzimas envolvidas no
ciclo de Krebs ndo contém nenhum
metal no seu centro activo (ver tabela 1)
embora noutras os ides metalicos
tenham um papel determinante. Como
exemplo, refira-se 0 Mg®, o qual tem
uma densidade de carga elevada (con-
sequéncia do seu pequeno raio ionico
=~0,6A) 0 que lhe permite estabilizar
muitas espécies anidnicas também com
elevada densidade de carga, como por
exemplo os fosfatos[7] (importantes no
ciclo de Krebs). Também ¢é atribuido ao
Mg?* o papel de activador ou interruptor
de reacgdes enzimédticasl7]. Estas ca-

tabela 1 Caracteristicas das reacgées e das enzimas participantes no ciclo de Krebs; adaptado de [S].

Reaccao Tipo de reaccao Enzima Cofactor ou grupo
prostético

acetil CoA + oxaloacetato + H,0 Condensagao citrato (si) sintase

citrato + CoA + H”

citratozc/s—aconitato + H0 Desidratacao Aconitase “cluster” Fe-S

cis-aconitato + HyO 2 isocitrato Hidratagao Aconitase “cluster” Fe-S

Isocitrato + NAD" 2 a-cetoglutarato +
CO2 + NADH

Descarboxilagéo e oxidagdo

isocitrato desidrogenase M

2+

a-cetoglutarato + NAD™ + CoA 2
succinil-CoA + CO, + NADH

Descarboxilagao e oxidagao

Complexo a-cetoglutarato

desidrogenase

succinil-CoA + P|§ +GDP* 2 succinato
+GTP* + CoA

Fosforilagao

succinil-CoA sintetase

succinato + FAD? fumarato + FADH> Oxidagao succinato desidrogenase ~ FAD, “cluster” Fe-S
e Fe hémico

fumarato + H0 2L-malato Hidratacao fumarato hidratase

L-malato + NAD" 20xaloacetato + Oxidagao malato desidrogenase

NADH + H"

*EC 1.2.4.2, TPP (do inglés Thiamine PyroPhosphate); EC 1.8.1.4, FAD; EC 2.3.1.61, lipoamida

5 Fosfato inorganico

& do inglés Guanosine TriPhosphate = GTP; do inglés Guanosine DiPhosphate — GDP
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figura 4 Mecanismo simplificado de conversdo do cis-aconitato em isocitrato por acgdo da enzima aconitase (desta so se apresenta o centro activo por
questao de simplicidade de representagao); adaptado de [14].

racteristicas resultam da formagdo de
complexos com componentes proteicos
com constantes de estabilidade baixa
ou moderada. Deste facto resulta, por
exemplo, para pequenas variagbes de
pH ou de concentracédo de outros ides a
coordenacdo (ou descoordenagao) do
ido Mg® a enzima e dai a alteragao da
sua actividade. No ciclo de Krebs é, por
exemplo, reconhecida a importéncia do
ido Mg* no complexo a-cetoglutarato
desidrogenase[4].

Neste trabalho, a énfase dada aos me-
tais, resulta da menor divulgacdo do
papel destes no ciclo do acido citrico.
N&o se pretende tratar o assunto duma
forma exaustiva, mas apenas referir
alguns aspectos estudados mais recen-

temente. Deve notar-se que a funcéo

dos iBes metalicos ndo se restringe ape-
nas a funcdes estruturais ou cataliticas.
Um outro aspecto importante sobre o
papel dos iGes metalicos relaciona-se
com a expressao dos genes associados
as enzimas do ciclo de Krebs. Actual-
mente, tém-se muitas informacgdes
sobre o importante papel dos ides dos
metais de transi¢ao nos processos asso-
ciados com a biologia molecular. Para
mais informacdes, ver por exemplo [8].

Metaloenzimas no ciclo de
Krebs

O ferro € um dos metais que se sabe
com seguranga que participa no ciclo
de Krebs. Este metal esta envolvido em
diversos mecanismos biolégicos (¢ o
metal de transigdo mais abundante nos

organismos vivos e com fungbes bem
diferenciadas) e, no caso do ciclo de
Krebs, é referida a sua acgao em quatro
sistemas enzimaticos: na aconitase, na
citrato sintase, na isocitrato desidroge-
nase e na succinato desidrogenase [9].
Na aconitase, o ferro possui caracteristi-
cas muito especiais, porque esta envol-
vido num "cluster" de ferro-enxofre (é o
metal imprescindivel para este tipo de
sistemas em biologia, embora possa
estar associado com outros metais*);
tem uma fungdo que apenas recente-
mente foi conhecida (em hidroliases),
sendo 0 caso da aconitase 0 mais bem
estudado. Nestas enzimas o ferro esta
envolvido em reacgdes de hidratagao ou
desidratacao de substratos e nao varia o
seu estado de oxidagdo. Mais conheci-
dos sao os "clusters" de Fe-S que estao




envolvidos em processos de transferén-
cia electrénica, como acontece na enzi-
ma do ciclo de Krebs succinato desidro-
genase™.

Aconitase

A aconitase" esta envolvida em dois
passos do ciclo de Krebs: o primeiro € a
conversao do citrato em cis-aconitato e
no segundo é a conversao deste em iso-
citrato (ver fig. 3). Na sua forma inacti-
va, o "cluster" de ferro-enxofre & um sis-
tema FesS;, enquanto que, na forma
activa, € um sistema Fe,S, (ver fig. 4)
ligado covalentemente a proteina por
trés residuos de cisteina, sendo o quar-
to 4&tomo de Fe fundamental para o pro-
cesso catalitico. As reacgdes envolven-
do a eliminacdo de agua para formar
uma dupla ligacdo (como é o caso da
formagao do cis-aconitato a partir do
citrato) sao favorecidas pela presenca
de bons electréfilos, como € o caso dos
catides metélicos {os quais tém compor-
tamento de acidos de Lewis). A aconita-
se na sua forma activa neste sistema
comporta-se como acido de Lewis, ana-
logo a fungdo mais conhecida do Zn em
biologia [71].

Na fig. 4 esquematiza-se apenas um
dos passos da aconitase no ciclo de
Krebs, na formagao do isocitrato a partir
do cis-aconitato. Como consequéncia
da coordenagao ao ferro, a molécula de
agua fica activada (o residuo de histidi-

na participa na reacgao éacido-base
aceitando um hidrogenido) e permite
que o grupo resultante efectue um ata-
que electrofilo a um carbono do subs-
trato também activado pela sua coorde-
nagao ao ferro. Durante as vérias etapas
da reaccao, a geometria de coordena-
cao do ferro altera-se. Esta é uma das
razbes da utilizacdo dos metais de
transicao em biologia: por terem orbitais
"d" disponiveis podem apresentar geo-
metrias variaveis, as quais sao Uteis em
processos cataliticos. Por outro lado, os
centros metdlicos associam-se favora-
velmente a moléculas pequenas — O,,
NO, CO, H,0.

Isocitrato desidrogenase

Uma outra enzima para a qual é atribu-
ido papel fundamental a um ido metali-
co é a isocitrato desidrogenase que
catalisa em duas etapas a descarboxila-
¢ao oxidativa do isocitrato a o.-cetogluta-
rato. Duas enzimas catalisam esta reac-
gao sendo cada uma referida pelo
cofactor: uma usa o NAD* (EC
1.1.1.41)* e a outra 0 NADP* (do inglés
Nicotinamide Adenine Dinucleotide
Phosphate) (EC 1.1.1.42). A primeira
estd normalmente associada com reac-
¢Oes de degradagao e a segunda com
reacgdes de biossintese. Ambas preci-
sam de um ido divalente, normalmente
referido como o i@0 manganés ou iado
magnésio {15,16]. A primeira participa
no ciclo de Krebs, mas ainda nao é
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conhecida a sua estrutura. Da segunda
enzima ja foram determinadas algumas
estruturas, e consultando as apresenta-
das no enderego electrénico referido na
nota v & possivel encontrar a enzima
coordenada ao Mg?*, ao Ca®, ao Mn’* e
sem qualquer ido metdlico. O ido meta-
lico esta coordenado com uma geome-
tria tipo octaédrica ao isocitrato pelos
grupos carboxilico e hidroxilo, ver fig. 5,
a duas cadeias laterais de residuos de
acido aspartico que estdo no centro
activo da enzima, e ainda a duas molé-
culas de dgua [17]. O ido metdlico fun-
cionando como acido de Lewis permite
a activagdo da molécula do substrato.
No mecanismo reaccional da-se a oxi-
dacdo do grupo hidréxilo no isocitrato,
obtendo-se uma cetona, e depois a des-
carboxilagdo (ver fig.5). A formagéao de
um carbanido intermediario durante a
quebra da ligacdo C-C necessita de uma
entidade quimica estabilizadora (um
grupo electrofilo, um acido de Lewis). O
Mn?* tem essas caracteristicas quimicas
e quase todas as suas fungdes metabod-
licas sdo intracelulares, embora seja
mais labil do que o Mg?* [7] e essa pode
ser uma das razoes pela qual durante o
processo de cristalizagao é mais facil a
apoenzima coordenar-se com 0 ultimo
ido. O Ca®, pelas suas dimensdes mai-
ores que as dos outros dois, é entre 0s
ides divalentes 0 que mais dificimente
activaria o substrato. A determinagao
inequivoca do iao envolvido pode ser

figura S Interacgdo (apresentada numa forma muito simplificada) entre um ido divalente com carateristicas de dcido de Lewis activador e o isocitrato (sao
omitidas as outras entidades do centro activo da enzima)
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complexa e eventualmente pode depen-
der das concentracoes relativas para
cada caso especifico.

Algumas particulariedades das
metaloenzimas do ciclo de
krebs

Embora se tenha dado énfase ao papel
activador dos ides metalicos como &ci-
dos de Lewis, € bom recordar que cada
uma das reacgbes mencionadas tem
especificidade propria (ver tabela 1).
Cada enzima esta envolvida em reaccd-
es com caracteristicas diferentes. A aco-
nitase estd envolvida em reacgbes de
desidratacédo e hidratagdo, a isocitrato
desidrogenase em reacgoes de descar-
boxilacdo e oxidacado e a succinato desi-
drogenase em reacgdes de oxidagao.
isto significa que a escolha dos ides esta
também dependente de outras caracte-
risticas, tais como: 0s seus varios esta-
dos de oxidacao, a estabilidade das enti-
dades nas quais eles participam ao
longo do processo catalitico, etc..

Alguns aspectos dos
mecanismos de algumas
enzimas do ciclo de Krebs

A relevancia do ciclo de Krebs estende-
-se a diferentes dreas das ciéncias bio-
logicas. Torna-se agora possivel referir
duma forma suméria a importancia de
algumas das suas reacgOes, entre
outros exemplos, na producao industrial
por via biotecnolégica de acido citrico
ou em medicina.

Desde o final do século XIX que o acido
citrico é obtido em larga escala pela fer-
mentacdo de cana de agUcar ou de
melago por acgao do fungo Aspergillus

niger. Estas aplicagdes tém sido estuda-
das para varias estirpes desta espécie e
também de outras espécies do mesmo
género, como seja 0 A. wentii. Neste
caso foi possivel concluir que a adi¢ao
de ferro ao meio prejudica a produgéo
do 4cido citrico [18]. No ciclo de Krebs
(ver fig.3) a aconitase actua sobre o
acido citrico. Um teor baixo de ferro faz
com que a aconitase fique na sua forma
inactiva e por isso ndo actua sobre o
acido citrico, isto é, ele ndo é consumi-
do, causando um aumento na sua con-
centragdo em solugao. Este exemplo
permite entender que um melhor
conhecimento das reacgdes do ciclo de
Krebs (0 que passa naturalmente pela
compreensdo dos mecanismos de
accao das enzimas) torna possivel,
entre outros aspectos, optimizar de um
ponto de vista biotecnolégico a produ-
¢ao de qualquer outro produto obtido
num passo intermedidrio do ciclo. E por-
tanto fundamental o conhecimento do
metabolismo do organismo que se pre-
tende utilizar para escolher as condi¢d-
es de actividade optimas (podem envol-
ver diversos parametros como a
concentragao, a temperatura, o pH,
etc.) para a enzima que participa na
reacgao de formagao do produto preten-
dido e que em simultaneo seja inibida a
actividade da enzima do passo seguinte
do ciclo, o0 que impediria 0 consumo do
produto anteriormente obtido. Cada
enzima tem um intervalo dos seus para-
metros de actividade adequado para a
sua utilizagdo. Pode acontecer que
alguns desses valores sejam comuns
aos de outra enzima que recorra ao pro-
duto obtido como substrato, o que inevi-
tavelmente fard decrescer a concentra-
¢ao do composto pretendido.

A um outro nivel, refere-se a aplicagcdo
destes conhecimentos em medicina. E
sabido que a prostata dos seres huma-
nos e de outros animais acumula e
segrega quantidades elevadas de citra-
to. Concomitantemente a este facto esta
associado um elevado teor de ido zinco
no mesmo orgao. Este em teor elevado
inibe a actividade da aconitase mitocon-
drial, 0 que impede as reac¢des posteri-
ores do citrato e provoca o decréscimo
de produgédo de energia celular na
forma de ATP. No caso do cancro da
prostata o teor do ido zinco diminui e,
desta forma, aumenta a actividade das
enzimas dos passos seguintes do ciclo
de Krebs. Consequentemente aumenta
a produgao de ATP necessaria ao
desenvolvimento e propagagdo das
células cancerosas. E compreensivel
que um melhor conhecimento das inte-
racgdes dos ides dos metais com as
enzimas do ciclo de Krebs nos dara
informagdes, que neste caso permitirdo
novas estratégias na prevengao e no tra-
tamento do cancro da prostata[19].

Comentario final

No centenario do nascimento de Hans
Krebs e mais de sessenta anos apos 0s
seus estudos sobre o ciclo, que tem o
seu nome, € possivel verificar a impor-
téancia que o mesmo tem no dominio
das ciéncias biologicas e em campos
tecnologicos. Na realidade, o ciclo de
Krebs e as suas reaccdes estao envolvi-
dos numa teia complexa de interacgdoes
que se relacionam com muitos tipos de
metabolitos, sendo estes conhecimen-
tos importantes para novas aplicagoes.
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