CICLO DE KREBS

CICLO DE KREBS

Material elaborado por: J. Monza, S. Doldan y S. Signorelli.
En las células aerobias distintas vias catabdlicas convergen en el ciclo de Krebs

El ciclo de Krebs (de los acidos tricarboxilicos o del &cido citrico) es una via metabélica presente en todas
las células aerobias, es decir, las que utilizan oxigeno como aceptor final de electrones en la respiracion
celular. En los organismos aerobios las rutas metabodlicas responsables de la degradacion de los
glicidos, acidos grasos y aminoacidos convergen en el ciclo de Krebs, que a su vez aporta poder
reductor a la cadena respiratoria y libera CO- (figura 1).
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Figura 1. Vision panoramica de la convergencia de las vias catabdlicas de glucidos, aminoacidos y acidos grasos
al ciclo de Krebs. Los hidrégenos presentes en esas moléculas son los que abastecen a la cadena respiratoria
desde el NAD o FAD, hasta combinarse con el oxigeno y formar agua. Los carbonos se eliminan como COs..

e El catabolismo oxidativo de glucidos, &cidos grasos y aminoacidos puede dividirse en tres
etapas, de las cuales el ciclo de Krebs es la segunda. En la primera etapa, que incluye a las vias
catabdlicas de acidos grasos y a la glucélisis se genera acetil-CoA (2C). Los aminoacidos
pueden dar indirectamente acetil CoA , o directamente intermediarios del ciclo de Krebs. En la
tercera etapa el poder reductor aportado por el ciclo de Krebs es drenado hasta el oxigeno a
través de los transportadores de cadena respiratoria (NADH.H, FADH,, CoQ vy citocromos) y
parte de la energia liberada se emplea en la sintesis de ATP por fosforilacion oxidativa (figura 1).

» El ciclo de Krebs es una ruta anfibdlica: participa en procesos catabolicos y anabdlicos. El ciclo

proporciona d-cetoglutarato y oxalacetato para la sintesis de glutamato y aspartato
respectivamente, entre otras moléculas fundamentales para la célula.
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CICLO DE KREBS

El piruvato genera la principal molécula abastecedora del ciclo: la acetil coenzima A

« La reaccién de oxidacion - decarboxilacion del piruvato es el nexo entre la glucélisis y el ciclo de
Krebs. Esta reaccion irreversible es catalizada por un complejo enzimatico (piruvato deshidrogenasa)
localizado en la matriz mitocondrial de eucariotas, y en el citosol de procariotas (figura 2).

» El piruvato pierde el grupo carboxilo como CO,, y los dos carbonos restantes unidos a la CoA
conforman la acetil-CoA (figura 2). En la reaccion se reduce un NAD a NADH.H que a su vez cede
los H a los otros transportadores de cadena respiratoria, con la consecuente formacion de 3 ATP.
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Figura 2. Reaccion resumen de la descarboxilacion oxidativa del piruvato. PDH (piruvato
deshidrogenada).

Una vision panoramica del ciclo de Krebs

» Laacetil-CoA generada por los diferentes catabolismos se condensa con el oxalacetato y genera
citrato. A través de 7 reacciones de oxidacion y descarboxilacion sucesivas (de la 2 a la 8, figura
3) se regenera oxalacetato, capaz de iniciar un nuevo ciclo.
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Figura 3. Representacién del ciclo de Krebs. Cada reaccién se indica con un nimero.
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«  En cuatro reacciones del ciclo ocurren oxidacién de intermediarios y reduccion de coenzimas de
cadena respiratoria: tres NAD y un FAD (figura 3). Esas moléculas reducidas que integran la
cadena respiratoria se reoxidan, y parte de la energia liberada se usa para fosforilar el ADP a
ATP. En el ciclo propiamente dicho se produce una fosforilacion a nivel de sustrato que produce
un GTP, que equivale energéticamente a un ATP.

El ciclo se puede resumir en la siguiente ecuacion:

Acetil-CoA + 3NAD + FAD + GDP + Pi - CoA-SH + 3 NADH.H + FADH; + GTP + 2 CO;

Las reacciones del ciclo

+ Reaccidn 1: condensacion del oxalacetato con la acetil CoA

La enzima citrato sintasa condensa a la acetil-CoA (2C) con el oxalacetato (4C) para dar una molécula de
citrato (6C). Como consecuencia de esta condensacion se libera la coenzima A (HSCoA). La reaccién es
fuertemente exergonica: es irreversible.
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* Reaccion 2: isomerizacion del citrato a isocitrato

La isomerizacion del citrato en isocitrato ocurre por dos reacciones, que se resumen en una.
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« Reaccién 3: oxidacién y decarboxilacion del isocitrato

El isocitrato es sustrato de la isocitrato deshidrogenasa, enzima que tiene como cofactor un NAD, que
forma parte de la cadena respiratoria. En la reaccion 3 se resumen dos reacciones a partir de las cuales
el isocitrato forma a-cetoglutarato (5C). Para lograr ese producto ocurre una decarboxilacién, es decir la
liberacion de una molécula de COy, y la reduccion de un NAD que permite la formacién de 3 ATP.
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« Reaccioén 4: el a-cetoglutarato se transforma en succinil-CoA

Este paso implica la segunda decarboxilacién oxidativa, catalizada por la a-cetoglutarato deshidrogenasa,
que lleva a la formacion de succinil-CoA (4C). EI NAD es la coenzima de la deshidrogenasa, de manera
que se formaran 3 ATP como consecuencia de la actividad de cadena respiratoria.

FUG‘ SO0
*I'ZHz HSCoA  COn EC?H;_
c=0 NAD  NADHH ¢ goos
COoor g‘
a-Cetoglutarato SuccinilCo

» Reaccion 5: la succinil-CoA rinde succinato y GTP

La succinil-CoA, es un tioéster de alta energia con un AG® de hidrélisis de -33.5 KJ.mol"
aproximadamente. La energia liberada por la ruptura de ese enlace se utiliza para generar un enlace
fosfoanhidro entre un fosfato y un GDP para dar 1GTP por fosforilacidn a nivel de sustrato. En la reaccion
se libera HSCoA.
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EI GTP se puede convertir en ATP segun la siguiente reaccion:
GTP+ ADP <—> GDP +ATP AG®' = 0 KJ.mol!

+ Reaccion 6: el succinato se transforma en fumarato

El succinato es oxidado a fumarato por la succinado deshidrogenasa, enzima que tiene como cofactor al
FAD: se producen 2ATP en la cadena respiratoria. La enzima usa FAD porque la energia asociada a la
reaccion no es suficiente para reducir al NAD.
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El complejo enzimatico de la succinato deshidrogenasa es el unico del ciclo que esta asociado a la
membrana mitocondrial de eucariotas, y en la membrana plasmatica de procariotas.
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« Reaccién 7: el fumarato se hidrata y genera malato

La fumarasa cataliza la adicion de agua, es decir la hidratacion del fumarato. El producto de la reaccién
es el malato.
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+ Reaccidn 8: el malato se oxida a oxalacetato

Dada la naturaleza ciclica de la via, las reacciones en su conjunto conducen a la regeneracion del
oxalacetato. La malato deshidrogenasa cataliza la oxidacion del malato a oxalacetato, con la reduccion
de un NAD: se forman 3 ATP en la cadena respiratoria.
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Regulacién del Ciclo de Krebs

La regulacion del ciclo hace posible la produccién de moléculas de acuerdo a las necesidades celulares, y
asegura que no ocurra sobre 0 sub produccién en un momento dado. La regulacion del ciclo se da en
diferentes puntos, porque puede alimentarse o ser abastecido a través de cualquiera de sus
intermediarios. La regulacion es compleja en comparacion con la de vias catabdlicas como la glucélisis, y
se consideraran situaciones de regulacion relacionadas al estado energético celular.

» Laregulacién de las enzimas es por modulacion alostérica, por modificacién covalente y
por acumulacion de productos. La “légica” de la regulacion se rige principalmente por la
relacion ATP/ADP y NADH.H/NAD, asi como por las concentraciones de algunos
intermediarios del ciclo.

e Las relaciones entre ATP/ADP y NADH.H/NAD estan relacionadas entre si a través de
la fosforilacién oxidativa que ocurre en la cadena respiratoria, y ambas son sefiales del
estado energético de la célula.

A continuacion se presentan tres situaciones regulatorias, relacionadas a la energia celular momentanea.
Situacién 1: regulacion de la principal reaccion abastecedora del ciclo

El complejo piruvato deshidrogenasa (PDH) de vertebrados, que cataliza la transformaciéon de
piruvato en acetilCoA, es un punto de regulacién clave porque la acetilCoA es la principal molécula
abastecedora del ciclo. La regulacion se logra por dos mecanismos: alosterismo y modificacion
covalente de la enzima.
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Figura 4. Esquema de la regulacion de la actividad de la piruvato deshidrogenasa (PDH) a través de la
fosforilacion/desfosforilacion de serinas de la subunidad E1 de esta enzima. La quinasa es inhibida alostéricamente
por el ATP, de manera que cuando los niveles de este son elevados el complejo PDH es inactivado por fosforilacion.
Cuando desciende la concentracion de ATP celular, la actividad quinasa decrece y la actividad fosfatasa se
incrementa y elimina el fosfato de la subunidad E1 convirtiendo a la enzima en su estado activo.

» Cuando las relaciones ATP/ADP, NADH.H/ NAD y acetil-CoA/ HSCoA son altas la enzima PDH
es modulada negativamente. Cualquiera de las tres relaciones indican que en la célula hay un
estado metabolico rico en energia. Cuando esas relaciones descienden la enzima se activa, se
incrementa entonces la oxidacién del piruvato y se sintetiza acetil CoA.

« Laregulacion de la PDH a través de la subunidad E1 (figura 4) es por modificacion covalente de
la enzima, a la que una quinasa fosforila y una fosfatasa desfosforila residuos especificos de
serinas. Para que la quinasa fosforile a E1 debe haber alta concentracién de ATP, que es un
modulador positivo de la quinasa, que esta regulada entonces alostéricamente. Cuando aumenta
la concentracion de ADP la actividad quinasa desciende y se incrementa la fostatasa, que
desfosforila a la enzima que pasa a su forma activa (figura 4).

» Ademas, la actividad del complejo PDH esta modulada negativamente a nivel de la subunidad
E2 por alta concentracién de acetilCoA y a nivel de la subunidad E3 por alta concentracion de
NADHH. Es decir, también esta regulado alostéricamente a través de distintos moduladores con
diferentes subunidades.

Situacién 2: regulacion de la enzima citrato sintasa

La actividad de la citrato sintasa (reaccion 1, figura 3) esta regulada por disponibilidad de sus
sustratos: la acetil-CoA y el oxalacetato, cuya concentracion varia y determina la velocidad de
formacion de citrato. EI ATP es un modulador alostérico negativo de la citrato sintasa, que aumenta la
Ku de la enzima por el acetil CoA. Asi, cuanto mayor sea la concentracion de ATP menor sera la
actividad de la enzima. Lo mismo produce el aumento de la concentracién de NADH.H (figura 5).

Situacién 3: regulacion de las deshidrogenasas NAD

Los pasos catalizados por las deshidrogenadas NAD dependientes (reacciones 3, 4 y 8, figura 3)
regulan la velocidad del ciclo segun la relacién NADH.H/NAD. Cuando la concentracién de NADH.H
aumenta la actividad de las deshidrogenasas desciende. El ATP tiene el mismo efecto inhibidor sobre
las enzimas, mientras el ADP es un activador (figura 5).

En resumen, si bien no es el Gnico, hay un principio unificador en la regulacién: cuando a nivel celular

se dan condiciones de alta energia, la célula es capaz de reducir la eficiencia del proceso de
produccion de ATP, y viceversa (figura 5).
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Figura 5. Esquema general de regulacién del ciclo de Krebs. Tomado de Bioquimica, Mathews y van Holde,
Editorial McGraw Hill - Interamericana.

Un balance posible de la degradacién total de la glucosa

Para calcular la energia que se obtiene de la glucosa se pueden establecer cuatro instancias en su
degradacién: glucdlisis, decarboxilacién oxidativa del piruvato, ciclo de Krebs y cadena respiratoria.

La cantidad de ATP generado difiere segun las lanzaderas implicadas y el tipo de célula (procariota o
eucariota). En el cuadro 1 se plantea un balance en una célula eucariota, en la que operd sélo la
lanzadera del glicerol fosfato.

Tabla 1. Resumen del balance energético en ATP de la degradacién total de la glucosa. Se uso para este
balance la lanzadera del glicerol fosfato.

Via metabdlica Proceso Rendimiento
Etapa de gasto de la glucdlisis -2 ATP
GLUCOLISIS Fosforilacidn a nivel de sustrato 4 ATP
Lanzadera del gliceraldehido-3-P (2 X 2FADH:) 4 ATP
DES%}ﬁggﬁ'ﬁim" Onidacion del pinwato (2 X 1NADH) 6 ATP
Fosfarilacidn a nivel de sustrata (2 X AGTP) 2 ATP
Isocitrato deshidrogenasa, o-
cetoglutarato deshidragenasa, (¢ X 3NADH) 18 ATP
CICLO DE KREBS malato deshidrogenasa.
succinato deshidmgenasa (2 X 1FADH:) 4 ATP
TOTAL 36 ATP
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El acido propidnico generado en el rumen ingresa al Ciclo de Krebs como succinil CoA

* En los rumiantes, los microorganismos del rumen producen por fermentacion acidos
grasos volatiles (AGV) a partir de los alimentos ingeridos.

» EIAGV producido mayoritariamente es el &cido propionico (3C). Esta molécula mediante
dos reacciones produce succinil CoA (figura 6). A partir de esta molécula el higado
puede generar glucosa por glucogénesis.
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Figura 10. Produccion de succinil-CoA a partir del propiénico.

La succinil-CoA ingresa al ciclo de Krebs (figura3) y mediante 3 reacciones (5, 6 y 7) es
transformada en malato, que puede salir de la mitocondria por transportadores especificos. Una
vez en el citoplasma el malato es convertido en oxalacetato que, mediante el rodeo metabdlico
saltea la reaccién irreversible de Piruvato a PEP, y puede sintetizar glucosa por glucogénesis.
Este proceso incluye otras dos reacciones irreversibles en la etapa de hexosas (ver Glucolisis).

Bibliografia

Bioquimica, Mathews y van Holde, Editorial McGraw Hill - Interamericana, 1999.
Links — Videos

http://www.youtube.com/watch?v=aCypoN3X7KQ&feature=related

http://www.youtube.com/watch?v=3W0sskfORjU&feature=related

http://www.youtube.com/watch?v=iXmw3fR8fh0
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