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I. RESUMO

Introduciao

A importancia do ciclo dos acidos tricarboxilicos ou ciclo de Krebs estd associada a
formagdo de equivalentes redutores para a producdo de energia (ATP) pela fosforilagao
oxidativa, na mitocondria. Também tem uma importante ligagdo com outras vias, fornecendo
intermediarios importantes para a biossintese de varias moléculas, tais como acidos gordos,
aminoacidos, ou substratos para outras vias metabodlicas, como a neoglucogénese. Este trabalho,
em formato de artigo de revisdo, pretende mostrar a importancia das enzimas do ciclo de Krebs
e a sua relagio com patologias. E possivel observar que a deficiéncia enzimatica pode estar
relacionada com o aparecimento ou com o progndstico de patologias de foro metabdlico ou

mesmo oncoldgico.

Metodologia

Para a realizacdo deste artigo de revisdo foram analisados, como referéncia, varios
artigos cientificos e de revisao.

Como critério de inclusdo, foram selecionados os artigos com referéncia as deficiéncias
das enzimas fumarato hidratase, succinato desidrogenase, a malato desidrogenase, a aconitase
isomerase e o complexo enzimdtico da a-cetoglutarato desidrogenase porque estas enzimas
quando se encontram deficientes sdo exemplos importantes na génese de patologias
mencionadas na introdu¢do. A base de dados consultada foi o “ Pubmed “, sem restri¢ao a nivel
do contexto da temporalidade. Os termos de pesquisa mais frequentemente utilizados foram a
designacdo a deficiéncia das enzimas assinaladas, as mutagdes dos genes que as codificam e as

designacdes das patologias associadas a estas deficiéncias enzimaticas.
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Objetivos
O objetivo deste trabalho ¢ elaborar um artigo de revisdo sobre os achados bioquimicos

e genéticos das patologias do ciclo de Krebs, integrados no contexto clinico respetivo.

Resultados

Este estudo pde em evidéncia a deficiéncia das enzimas fumarato hidratase e succinato
desidrogenase como predisposicdo para o aparecimento de duas sindromes tumorais
hereditarias, a HLCCR (leiomiomatose e carcinoma das células renais hereditarios) e a HPGL
(paragangliomas com feocromocitoma hereditarios) respetivamente. A deficiéncia daquelas
enzimas causa o aumento de duas moléculas intermediarias do ciclo dos acidos tricarboxilicos,
o fumarato e o succinato, que nestas condi¢des, ativam um mecanismo tumoral. Mais
recentemente, foi atribuido o estatuto de oncometabolito, que € um conceito muito recente, ao
acido fumarico ou fumarato.

Para o mecanismo de tumorogénese, além da disfungcdo metabdlica que ¢ de grande
importancia, ¢ essencial o estudo das mutacdes nos genes que codificam as enzimas
correspondentes (por exemplo para a fumarato hidratase ¢ o gene FMUI).

Sao analisadas também evidéncias de que os doentes com leucemia mieloblastica que
apresentam uma atividade deficiente da malato desidrogenase, tém uma evolug¢ao clinica mais
favoravel.

Também ¢ possivel observar que a deficiéncia da aconitase estd associada a ataxia de
Friedreich, uma doeng¢a neuroldgica com ataxia cerebelosa progressiva associada a
cardiomiopatia. A deficiéncia da enzima ¢ devido a muta¢do no gene que codifica a proteina

frataxina.
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Também ¢ descrito uma situagdo atipica associada a deficiéncia enzimatica E3 do
complexo enzimatico da a-cetoglutarato desidrogenase. Este caso mostra a importancia do

estudo das mutagdes que afetam o gene que codifica cada subunidade E1,E2 e E3.

Conclusao

Neste estudo foi focada a importancia clinica dos défices enzimaticos de enzimas do
ciclo de Krebs; contudo, ¢ necessaria mais investiga¢do para uma melhor caracterizacdo das
causas ¢ dos mecanismos fisiopatoldogicos associados as suas deficiéncias para, assim,

possibilitar uma terapéutica cada vez mais eficaz, especifica e segura.
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II. ABSTRACT

Introduction

The importance of the tricarboxylic acid cycle, or Krebs cycle is associated with the
formation of reducing equivalents for energy production (ATP) by oxidative phosphorylation
in mitochondria. It also has an important connection with other pathways, providing important
intermediates in the biosynthesis of various molecules such as fatty acids, amino acids, or
substrates for other pathways such as gluconeogenesis. This work, in a review article format,
aims to show the importance of the enzymes of the Krebs cycle and its relationship with
diseases. It can be seen that the enzyme deficiency may be related to the appearance or

prognosis of metabolic or oncological disorders.

Methodology

To carry out this review article were analyzed as a reference, several scientific and
review articles.

As inclusion criteria, the articles with reference to deficiencies of enzymes fumarate
hydratase, succinate dehydrogenase, the malate dehydrogenase, isomerase aconitase and the
enzyme complex of a-ketoglutarate dehydrogenase were selected because these enzymes when
they are disabled are important examples in the genesis of diseases mentioned in the
introduction. The consulted database was "Pubmed" without restriction within the context of
temporality. The search terms used most frequently were the designation of disability marked
enzymes, the mutations of the genes that encode them and the names of the diseases associated

with these enzyme deficiencies.
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Objectives
The objective of this work is to prepare a review article on the biochemical and genetic

findings of the pathologies of the Krebs cycle, integrated in the clinical setting appropriate.

Results

This study highlights the deficiency of the enzyme fumarate hydratase and succinate
dehydrogenase as predisposition to the appearance of two hereditary tumor syndromes, HLCCR
(hereditary leiomyomatosis and carcinoma of the renal cell) and HPGL (hereditary
paragangliomas with pheochromocytoma) respectively. The deficiency of these enzymes
causes an increase of two intermediate molecules of the cycle of tricarboxylic acids, fumarate
and succinate, under these conditions, a tumor trigger mechanism. More recently it was awarded
the oncometabolito status, which is a very recent concept, the fumaric acid or fumarate.

For the tumorigenesis mechanism, besides the metabolic dysfunction that is of great
importance, it is essential the study of mutations in genes that encode the corresponding
enzymes (for example fumarate hydratase gene is FMUI).

They are also analyzed evidence that patients with myeloid leukemia that have a
deficient activity of the malate dehydrogenase, have a more favorable clinical course.

You can also note that aconitase deficiency is associated with Friedreich's ataxia, a
neurological disease with progressive cerebellar ataxia associated with cardiomyopathy. The
enzyme deficiency is due to a mutation in the gene encoding frataxin protein.

It is also described an atypical situation associated with enzyme deficiency E3 enzyme
complex of a ketoglutarate dehydrogenase. This case illustrates the importance of the study of

mutations affecting the gene encoding each subunit E1, E2 and E3.
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Conclusion
In this study we focused the clinical importance of the enzymatic deficits Krebs cycle enzymes;
however, more research is needed to better characterize the causes and pathophysiological
mechanisms associated with their disabilities to thus enable increasingly effective, specific and

safe therapy.
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III. PALAVRAS-CHAVE

Ciclo dos 4cidos tricarboxilicos; fumarato hidratase; gene FMUI; succinato
desidrogenase; supressores tumorais; fumarato; metabolito oncogénico; aconitase; ataxia de

friedreich; a-cetoglutarato desidrogenase; stresse oxidativo; mutagao DLD.
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IV. ABREVIATURAS

NAD' - Dinucleotidio de Nicotinamida de Adenina

NADH - Forma reduzida do NAD"

FAD — Dinucleotidio de Flavina de Adenina

FADH, — Forma reduzida do FAD

ATP — Nucleotidio de Adenosina

GTP — Nucleotidio de Guanosina

CRM - Cadeia Respiratoria Mitocondrial

HLCCR - Sindrome Hereditaria Leiomiomatose e Carcinoma das Células Renais
HPGL — Sindrome Hereditaria Paraglangliomatose com Feocromocitomas
FH — Fumarato Hidratase

SDH — Succinato Desidrogenase

HIF1a - Fator de Inducdo de Hipoxia

VEGF — Fator de Crescimento do Endotélio Vascular

ROS — Espécie Reativa de Oxigénio
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V. INTRODUCAO

O Ciclo de Krebs ou ciclo dos acidos tricarboxilicos, assim denominado devido a
presenca dos acidos tricarboxilicos, como o citrato e isocitrato. A designag¢do Ciclo de Krebs
vem do nome do primeiro bioquimico que estudou as reagdes quimicas do ciclo; também se
pode designar por ciclo do 4cido citrico porque o citrato foi a primeira substancia conhecida a
participar no ciclo.

O ciclo localiza-se na mitocondria onde esta intimamente coordenado com o fluxo de
eletroes para a cadeia respiratoria isto € com o processo fosforilagdo oxidativa que decorre na
cadeia respiratoria mitocondrial.

O ciclo inicia-se com a condensa¢do do grupo acetil da acetil coenzima A com os
quatro carbonos do oxalacetato para formar o 4cido citrico (ou citrato) uma molécula com seis
carbonos. Depois de um rearranjo, o citrato da origem ao isocitrato, de modo a facilitar a
transferéncia de eletrdes para a molécula de NAD na reagdo de oxidagdo do isocitrato. De
seguida ocorrem duas descarboxilagdes oxidativas, onde se formam duas moléculas de CO, e
sdo transferidos os eletroes para o dinucleétido nicotinamida de adenina (NAD+) para formar
NADH. Destas duas reacdes, sdo formadas, na primeira o a-cetoglutarato com cinco carbonos
e na segunda forma-se, succinil CoA com quatro carbonos. Com a formag¢do de uma molécula
de guanina trifosfato que tem uma liga¢do fosfato de elevada energia, forma-se succinato de
quatro carbonos. Nas ultimas reagdes do ciclo, o sucinato por oxidagdo déa origem ao fumarato
e a FADH,. O fumarato, ap6s formar malato, por hidratacdo, ¢ oxidado e da origem a
oxalacetato e a uma molécula de NADH. A molécula de oxalacetato ¢ assim regenerada, sendo
essencial para o inicio do ciclo.

Em cada volta do ciclo formam-se trés moléculas de NADH, uma molécula de FADH,

e uma molécula de GTP (equivalente ao ATP). A energia que se forma corresponde a 90% da

11
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energia presente no grupo acetil da molécula de acetil coenzimaA. Este facto mostra que as
reacdes do ciclo sdo extremamente eficientes ao transferir energia nas ligagdes quimicas desde
do grupo acetil até outras moléculas intermediarias do ciclo, nomeadamente com alto poder
redutor para a sintese de ATP.

O grupo acetil da molécula de acetil-CoA transfere os seus oito eletrdes e dois carbonos
para o ciclo. A ligacdo entre o grupo acetil e a CoA ¢ de elevada energia. Os dois atomos de
carbono do grupo acetil dio origem as duas moléculas de CO, e os, oito electdes sdo
transferidos para formar uma molécula de FADH; e trés moléculas de NADH.

As reacdes do ciclo de Krebs estdo na figura 1 com inicio na condensag¢ao da molécula
de acetil-CoA a molécula de oxaloacetato, uma molécula com quatro carbonos. Da condensagao
da molécula de acetil-CoA ao oxaloacetato, forma-se o citrato com seis carbonos ¢ liberta-se a
CoA que liga se ao grupo SH.

A molécula de acetil-CoA provem da convergéncia das principais vias oxidativas que
produzem energia, como a via glicolitica da glicose ou de outros hidratos de carbono; a f3
oxidacao dos acidos gordos; a degradacdo dos corpos cetonicos; a oxidagdo do piruvato que
resulta, da via glicolitica, da conversdo do aminodcido alanina ou também da oxidag¢do de
muitos aminoacidos por exemplo a leucina e a isoleucina; o acetato que vem da dieta ou da
oxidagao do etanol pode também formar acetil-CoA.

E também importante realcar que algumas moléculas intermediarias do ciclo sdo
também precursores para diversas vias metabodlicas. Estas vias estdo presentes em varios tipos
de células diferentes, sendo de grande relevancia no figado, por exemplo. O ciclo regula a
concentracdo das moléculas que dele fazem parte, através de varios mecanismos € 0 mesmo
acontece em relacdo ao fluxo das moléculas intermediarias do ciclo para vias que lhe estdo

associadas.

12
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Net reaction

Acetyl CoA + 3NAD* + FAD —p 2CO, + CoASH + 3NADH + 3H*
+GDP + P, + 2H,0 +FAD (2H) + GTP

Figura 1 — Reagdes do ciclo de Krebs (adaptado de Lieberman, 2010).
As enzimas das reagdes de oxidagdo-redugdo e seus cofatores estdo a azul.
Os dois carbonos do grupo acetil da acetil-CoA estdo numa box azul.

Os carbonos libertados sob a forma de CO, estao também numa box.
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VI. DESENVOLVIMENTO

1. Importancia e descri¢ao do Ciclo de Krebs

O ciclo dos 4cidos tricarboxilicos tem inicio com a condensagdo do oxalacetato com a
molécula de acetil-CoA, uma reagdo importante onde o oxalacetato € necessario para a oxidagao
da molécula de acetil-CoA.

A molécula de acetil-CoA, uma molécula de elevada energia, ¢ um tioester do acido
acético e a fungdo da CoASH ¢ participar na reacdo catalisada pela enzima citrato sintetase
utilizando a energia libertada da clivagem da ligagdo tioester entre o atomo de enxofre da
CoASH e o grupo acetil. Esta ligacdo de elevada energia vai ativar o carbono o do grupo metil.
O carbono ativado ¢ importante para a condensagdo com o oxalacetato.

O grupo acetil vai dar origem a duas moléculas de CO,, com transferéncia de oito
eletrdes. A principal fungdo do ciclo ¢ conservar a energia que vem da oxidagdo da molécula
do grupo acetil (ver figura 2). Os oito eletrdes cedidos pelo grupo acetil da molécula de acetil-
CoA surgem em trés moléculas de NADH e uma de FADH; através da transferéncia de eletrdes
das moléculas intermedidrias do ciclo para o NAD" e para o FAD, que sio coenzimas do ciclo.

O ciclo tem como inicio a condensacdo entre o grupo acetil e o oxalacetato com
libertagdo da CoA e a formacdo da molécula de citrato, uma molécula intermedidria com seis
carbonos (um &cido tricarboxilico), que vai progredir no ciclo até dar origem de novo ao
oxalacetato (um ceto acido com dois grupos carboxilo). Nesta progressdo verifica-se a
necessidade de quatro desidrogenases: do isocitrato, do a-cetoglutarato, do succinato e do
malato, enzimas necessarias para dar origem a trés moléculas de NADH e uma molécula de

FADHo,.

14
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A enzima isocitrato desidrogenase catalisa a oxidag¢ao do grupo hidroxilo da molécula
isocitrato (acido tricarboxilico) com a formagao de uma molécula de NADH. A enzima também
catalisa a subsequente clivagem do grupo carboxilo que da origem a uma molécula de CO,,
ocorrendo uma oxidagdo seguida de uma descarboxilacdo, resultando como produto uma
molécula, a-cetoglutarato (um cetoacido com dois grupos carboxilo).

Em seguida, o complexo enzimdtico da a-cetoglutarato desidrogenase catalisa uma
reacdo de descarboxilacdo oxidativa formando succinil-CoA (que ¢ um cetoacido com um
grupo carboxilico). A molécula tem uma ligagao 8 CoASH de forma semelhante que na acetil-
CoA, através de uma ligagdo tioéster. Nesta reacdao, um dos grupos carboxilo da molécula de a-
cetoglutarato d4 origem ao CO; e o grupo adjacente ¢ oxidado, dando origem a uma molécula
de NADH, resultando a molécula intermediaria succinil-CoA.

A reacgdo catalisada pela enzima sucinato tiocinase também ¢ importante; a energia da
ligacdo tioéster da molécula succinil-CoA (um ceto dcido com um grupo carboxilo, na qual o
carbono do grupo cetonico se liga a CoA através de uma ligagao tioéster). Esta reagdo catalisada
pela enzima sucinato tiocinase leva a formacdo de sucinato (um dacido dicarboxilico) e a
libertagdo da CoA (CoASH) com formagdo de uma molécula de guanosina trifosfato. Esta
reacdo ndo ¢ uma fosforilagdo oxidativa, ¢ um exemplo de uma fosforilagdo a custa do substrato
com a formagdo de uma ligacdo fosfato de elevada energia, sem necessidade de O, uma
fosforilacdo a partir da energia da clivagem da ligagao tioéster da succinil- CoA.

Na reagdo seguinte, o sucinato da origem ao malato e a enzima que catalisa esta reag@o
¢ a sucinato desidrogenase onde dois eletrdes sdo transferidos da molécula de sucinato para a
coenzima FAD dando origem a uma molécula FADH,. Para esta reag¢@o ¢ necessario o hidroxilo
e o H' que intervém na formagdo da ligacio dupla do fumarato.

Também sdo importantes as reagdes catalisadas pela aconitase e pela fumarato

hidratase. A primeira enzima catalisa o rearranjo dos eletrdes na molécula de citrato, formando

15



Jaquelina Silva, 2016
isocitrato e facilitando a transferéncia dos eletrdes para a coenzima NAD'. A fumarato hidratase
catalisa a reagc@o na qual o fumarato d4 origem ao malato.

A enzima malato desidrogenase catalisa a ultima reacdo do ciclo, resultando em
oxalacetato (que ¢ um cetoacido) e NADH.

As enzimas do ciclo e suas fungdes estdo representadas na figura 1. A figura também
mostra a importancia do grupo acetil da molécula acetil-CoA ao dar origem a duas moléculas
de CO; e ao realizar a principal funcdo do ciclo que € conservar a energia que vem da oxidagao
da molécula do grupo acetil. Assim, os oito eletrdes cedidos pelo grupo acetil da molécula de
acetil-CoA dao origem a trés moléculas de NADH e uma de FADH,.

A oxidagdo da acetil-CoA durante o ciclo e 0 armazenamento de parte desta energia nas
moléculas de NADH e de FADH,, ¢ essencial para a produgdo de ATP em praticamente todas
as c¢lulas do organismo. Independentemente do substrato oxidado para a formagao da molécula

de acetil-CoA, as células mantém constantes os niveis de ATP, em condi¢des normais.

2. Mecanismos de regulacao do ciclo

O ciclo dos acidos tricarboxilicos, tal como todas as outras vias de oxidagdo tem uma
regulagdo intimamente relacionada com a velocidade do fluxo dos eletrdes para a cadeia
transportadora de eletrdes. Este fluxo de eletrdes depende da velocidade de utilizagdo do ATP,
e do quociente NADH/NAD". Dentro da célula e dentro da mitocondria a concentragao total de
nucledtidos de adenina (AMP, ADP e ATP) e o total de NAD" ¢ NADH mantém-se
relativamente constantes.

O ciclo também ¢ regulado por vérias enzimas, as mais importantes para a regulacdo
sdo0 as que catalisam as reagdes com AG < 0: a citrato sintetase, a isocitrato desidrogenase e o

complexo enzimatico da a-cetoglutarato desidrogenase. A figura 2 mostra que a enzima citrato
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sintetase ¢ regulada principalmente pela concentracdo disponivel do oxalacetato e por feedback

negativo pelo citrato. A isocitrato desidrogenase é inibida por NADH e ativada por ADP e Ca*".

O complexo enzimdtico o-cetoglutarato desidrogenase, muito semelhante ao complexo

. . . . r . 2+
enzimatico piruvato desidrogenase, necessita dos mesmos cofatores e ¢ ativado por Ca” e

inibido por NADH e succinil-CoA (figura 2).

Oxidagéo de substrato

\

Acetil-CoA
NA
Oxaloacetato -) Citrato
H* + NADH % ____Citrato NADH
“NADH Qitrato NAD*
malato sintetase
NAD* desidrogenase
Malato Isocitrato 0,
) -dlsocitrato H,0
esidrogenase " ‘
> ADP NAD ADP + P;
NADH NS NADH + H*  ATP
HZO +)Ca C02
Fumarato a-cetoglutarato
desidrogenase a-cetoglutarato
gdela ~FAD(2H) ~ NADH NA[(;:) A
rispwatona FAD 2 Ca2+ .
mitocondrial Sucinato NADH + H
Succini-CoA > CO2
CoA
GTP P GDP

Figura 2 — Principais moléculas reguladoras das enzimas das reagdes irreversiveis do ciclo
de Krebs (adaptado de Lieberman, 2010).

A velocidade de hidrolise do ATP controla a velocidade de sintese da ATP, esta por sua vez
controla a velocidade de oxidagdo de NADH na CRM. Todo o NADH e FADH,; produzido
no ciclo cede os seus eletrdes para a CRM. Assim a concentragdo do ADP ¢ do NADH déo
informagoes ao ciclo de Krebs, acerca da velocidade fosforilagdo oxidativa da CRM.

As enzimas isocitrato, a-cetoglutarato e malato desidrogenases sdo inibidas pelo aumento da
concentracio de NADH.O racio NADH/NAD ' muda a concentragio de oxalacetato. O ADP

¢ um ativador alostérico da isocitrato desidrogenase.
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Estas trés reacdes tém elevado AG, o que favorece o sentido oxidativo da reagdo, isto €,

a progressao do ciclo. Estas reagdes sdo irreversiveis essencialmente porque os produtos nao

tém, em condicdes fisioldgicas, uma concentra¢do suficientemente elevada para permitir
ultrapassar o elevado valor negativo de AG (figura 3).

Relativamente a regulag@o do ciclo tal como ¢ observado para as vias metabolicas que

sdo reguladas por feedback, a primeira reacdo da via deve ser regulada de modo a que os

precursores possam fluir para vias alternativas quando ndo estdo a ser necessarios.

Acetil-CoA
CoA
Oxaloacetato
7 7 kea
NADH + H* “7-7 kAl Giato
NAD*
+7.1 keal +1.5 keal \
Malato Isocitrato
NAD*
0 kcal —5.3 kcal
H,0 NADH + H*
CO,

Fumarato a-cetoglutarato

FAD(2H)%g‘kcal ~0.7 keal
CoA

FAD " sucinato e Succir
uccinil-

CoA
GTP P; GDP

Figura 3 — Valor do AG® de cada reagdo do Ciclo de Krebs (adaptado de

Lieberman, 2010). As rea¢des com AG bastante negativo estdo a azul.

Assim, a enzima que catalisa esta reagdo ¢ a citrato sintetase, que nao tem reguladores
alostéricos e a velocidade da reacdo ¢ controlada principalmente pela concentracdo de
oxalacetato e pelo citrato, que ¢ um produto com a¢do de feedback negativo, competindo com
o oxalacetato. Como a constante de equilibrio da reacdo malato — oxalacetato, favorece a

acumulagdo de malato; logo, a concentrag@o de oxalacetato ¢ muito baixa dentro da mitocondria
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e ¢ mais baixa do que a K, da citrato sintetase. Quando o racio NADH/NAD" aumenta, a
concentragdo de malato aumenta e a de oxalacetato diminui. Pelo contrério, quando a enzima
isocitrato desidrogenase ¢ ativada, a concentracao de citrato diminui, deixando de inibir a citrato
sintetase; logo, a concentragdo de oxalacetato aumenta e a de citrato diminui, respondendo ao
aumento da necessidade energética da parte do organismo. No figado, o ricio NADH/NAD" ¢
importante para determinar se o acetil-CoA entra no ciclo ou segue para vias alternativas, como
por exemplo, para a sintese de corpos cetonicos.

Ao contrario das reagdes irreversiveis, as reagdes reversiveis catalisadas pela acotinase
e pela malato desidrogenase t€ém um AG >0 . A acotinase atua com maior velocidade em ambas
as reagdes, mantendo o equilibrio no racio das concentragdes de produtos e substratos, sendo a
concentragdo de citrato vinte vezes superior a do isocitrato (Lieberman, 2013).

Assim, a acumulacdo de citrato em vez de isocitrato, permite o transporte de citrato
para o citosol, onde ¢ usado para a formacdo de acetil-CoA, necessario para entrar em vias
metabdlicas, tais como a sintese de dcidos gordos ou de colesterol. Mas também ¢ importante
na regulacdo do ciclo de Krebs, inibindo a citrato sintetase quando as necessidades energéticas
sd0 menores.

Da mesma forma, a constante de equilibrio da reagdo catalisada pela malato
desidrogenase favorece a acumulagdo de malato, relativamente ao oxalacetato, resultando numa
diminuicdo da concentragio de oxalacetato, que é influenciada pelo racio NADH/NAD".
Assim, existe um fluxo no sentido da conversao de oxalacetato em malato, que ¢ importante no
figado durante o jejum (devido a oxidagdo dos acidos gordos, que aumentam o racio
NADH/NAD") e o malato pode entio ser transportado para fora da mitocondria e ser o substrato
para a neoglucogénese.

Fundamentalmente, a regulagdo do ciclo tem duas fungdes, assegurar que as

necessidades de NADH sejam repostas rapidas para manter a homeostasia de ATP; a segunda
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funcdo ¢ regular a concentragdo das moléculas que constituem o ciclo. Existem véarios
mecanismos que regulam a concentragdo das moléculas intermediérias do ciclo e o seu fluxo,
em vias metabolicas que estdo interligadas (Figura 4).

As moléculas intermediarias do ciclo podem ser usadas para a sintese de biomoléculas,
que sdo necessarias em células ou tecidos especificos. O oxalacetato e o malato podem entrar
na neoglicogénese, no figado e no rim. O a-cetoglutarato pode ser usado para a sintese de

aminoacidos e de neurotransmissores.

Acetil-CoA
gePEEEEINEEGES sJFEDRENPREGEY
. Sintesede s A . Sintese de
' aminoacidos | m———— Oxaloacetato Citrat0 emmmm== > " 4cidos gordos '
Ciclo de \
Krebs
. Neoglucogénese . mmmm—- Malato J pronTEEEEEEES '
e e e e e i, . Sintese de :
a-cetoglutarato -:-} J aminoacidos
/ : - -
I @ o msmemIimamsma
Succinil-CoA ty! } ’
iy | Neurotransmissores |
1 . (cérebro)
H 1 t
vy 2 sesmsecmsiases -
" Sintesedo !
: Heme :
. v

Figura 4 — Utilizagdo dos intermediarios do Ciclo de Krebs para outras vias metabdlicas (Lieberman, 2013).
Por exemplo no figado, alguns intermediarios estdo continuadamente a serem utilizados para as vias de sintese

de acidos gordos, para a da sintese de aminoacidos, para a neoglucogénese e para a sintese do heme.

Devido a saida das moléculas intermediarias e a necessidade do oxalacetato como dador
de quatro carbonos a partir da sua cadeia hidrocarbonada. O oxalacetato tem a fungdo de se
condensar com a molécula de acetil-CoA, de modo a facilitar a oxidagdo do grupo acetil.

Para reposicdo das moléculas intermedidrias do ciclo de Krebs, existem varios
mecanismos (representados na figura 5), sendo as vias metabdlicas 1 e 3 sdo as mais

importantes.
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Figura 5 — Principais vias para reposi¢do dos intermediarios do Ciclo (Lieberman, 2013)

As vias 1 e 3 sdo as principais. A via 1 corresponde a piruvato carboxilase. A via 2 presente
em muitos tecidos, o glutamato é convertido de forma reversivel a a-cetoglutarato. Na via 3 a
valina e a isoleucina que resultam da oxidagao de cadeia curta de acidos gordos também entram
no ciclo pela succinil-CoA. Na via 4 e5 outros aminoacidos ddo origem ao fumarato e ao

oxaloacetato, respetivamente.

3. Compartimentalizacao das enzimas mitocondriais

As mitocondrias constituem um compartimento funcional com capacidade reguladora.
A membrana interna da mitocondria ¢ impermedvel a anides e catides, e as moléculas s6 podem

atravessar a membrana através de proteinas de transporte especificas. Assim, as enzimas do
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ciclo dos écidos tricarboxilicos, t€ém maior acesso direto aos produtos das reagdes anteriores da

via, do que teriam se esses produtos pudessem difundir-se pela membrana.

Além disso, a formacdo de complexos entre enzimas também impede o acesso das
moléculas intermedidrias a outras vias metabolicas, embora a enzima malato desidrogenase ¢ a
citrato sintetase tenham uma fraca associagdo com complexos.

A compartimentacdo ¢ muito importante na regulacdo do ciclo. A ligagdo restrita e
coordenada entre a velocidade da cadeia transportadora de eletrdes e a velocidade do ciclo de
Krebs ¢ mantida devido pool de NADH e NAD" na matriz mitocondrial. As moléculas NAD",
NADH, CoASH, e os derivados de acetil-CoA, intermediarios do ciclo de Krebs, ndo tém
proteinas de transporte e ndo podem atravessar a membrana mitocondrial. Assim, todas as
desidrogenases competem pelas mesmas moléculas de NAD' e sdo inibidas quando a

concentracdo de NADH aumenta.

4. Patologias associadas a deficiéncias enzimaticas do ciclo de Krebs

4.1 Patologias associadas a deficiéncia da Fumarato Hidratase e da Succinato

Desidrogenase mitocondriais

Estudos realizados anteriormente demonstraram que os genes que codificam a fumarato
hidratase e a succinato desidrogenase mitocondriais atuam como supressores tumorais. Assim,
mutacdes nos genes da fumarato hidratase predispdem para o aparecimento de leiomiomas e
tumores renais, enquanto mutagdes nos genes que codificam a subunidade B, C e D da succinato
desidrogenase causam paragangliomas e feocromocitoma. Estas duas sindromes sao

hereditarias, autossomicas dominantes, com elevada penetrancia.
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As mutagdes do gene que codifica a subunidade D da sucinato desidrogenase estdo
associadas com paragangliomas e feocromocitomas multiplos mas benignos, enquanto
mutagdes no gene que codifica a subunidade B estdo na origem de uma maior propor¢do de
lesdes malignas. As mutagdes que afetam a subunidade C s@o pouco comuns. A maioria das
lesoes da sindrome HLRCC sdo benignas e sdo tumores do musculo liso do ttero e da pele.

A fumarato hidratase (FH) catalisa a hidrata¢do de fumarato com formacao de malato e
a succinato desidrogenase (SDH) que ¢ constituida por quatro subunidades (A, B, C, D) que
estdo codificadas em genes diferentes, catalisa a desidrogenagdo oxidativa do succinato e faz
parte do complexo II sucinato-ubiquinona oxidoredutase da cadeia respiratoria mitocondrial
(CRM) associado a reduc¢do da ubiquinona.

Foram apresentados varios mecanismos para explicar como ¢ que uma produgdo
deficiente de energia pode conduzir a tumorogénese. Entre as varias hipoteses, uma refere-se a
inativacdo das vias de hipoxia (a via pseudo-hipoxia); outra refere-se ao stresse oxidativo, com
um aumento das espécies reativas de oxigénio (ROS), levando a uma resposta de stresse e/ou
lesdes genéticas; outra hipotese estd relacionada com a alteragdo dos mecanismos apoptoticos,
resultantes de uma disfun¢do mitocondrial e de um mecanismo ainda mal definido, associado
ao anabolismo dos intermediarios glicoliticos.

A hipotese de que a sinalizagdo da via pseudo-hipdxia causa tumorogénese,
nomeadamente tumores HLRCC e HPGL sao favorecidos comparativamente com a sindrome
Hippel-Lindau. As mutagdes que causam esta sindrome, também influenciam a estabilidade do
fator indutor de hipoxia (HIF), que ativa a transcri¢do de genes que codificam proteinas pro-
angiogénese, tais como o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF). Quando nao
existe hipoxia, o HIFla estd normalmente hidroxilado a nivel de determinados residuos de

prolina, sendo alvo da degradacdo por parte do complexo da E3-ubiquitina ligase.
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Recentemente, ha estudos que mostram evidéncias da existéncia de um mecanismo
comum para a tumorogénese nas duas sindromes hereditarias HPGL ¢ HLRCC, relacionadas
com a expressdo de genes para resposta a hipoxia (Pollard et al., 2005). Assim, a analise de
quatro tumores (trés paragangliomas e um extra adrenal feocromocitoma) causados por
mutagdes da subunidade D da enzima sucinato desidrogenase mostra niveis elevados do fator
VEGF e da proteina HIFla. Este ultimo fator ¢ geralmente considerado o mediador central da
resposta a hipoxia e verifica-se que os niveis deste fator estavam moderados em cada um dos
quatro tumores enquanto que, nas lesdes esporadicas e nos tecidos sem lesdes, esta
concentragdo ¢ indeterminada, por ser muito baixa. Do mesmo modo, em doentes com mutacdes
no gene que codifica a enzima FH, os leiomiomas mostram um aumento na densidade
microvascular, uma expressao aumentada do fator VEGF e subexpressdo do inibidor da
angiogénese (TSP1), em comparagdo com o miométrio normal.

Estudos mais recentes descritos no artigo (Pollard et al., 2005) refor¢cam o que foi dito
no paragrafo anterior e ao utilizar um sistema in vitro para causar disfun¢ao do ciclo de Krebs,
verifica-se que leva a estabilidade do fator HIF. Também em estudos realizados in vivo, se
verifica que a deficiéncia da enzima SDH (subunidade D) conduz a acumulagdo do succinato e
a inibi¢do da atividade da enzima HIF-prolil hidroxilase, sem acumulacdo de radicais livres.

No estudo de (Pollard et al., 2005), foi feito a analise dos efeitos das muta¢des nos dois
alelos da enzima FH ao nivel do aumento do fumarato e do succinato nos fibroblastos derivados
da pele de doentes com deficiéncia da enzima relativamente a um grupo controlo, com doentes
sem a patologia nem mutagdes nos alelos da enzima FH; verifica-se que as células com
deficiéncia da enzima apresentam aumento do sucinato, relativamente aos fibroblastos do grupo
controlo, o método utilizado ndo era sensivel o suficiente para detetar o fumarato. A seguir foi
testado o aumento do succinato e do fumarato em doentes com a sindrome hereditaria HLRCC

e que tenham tumores benignos, relativamente as células de miométrio normal. Os resultados

24



Jaquelina Silva, 2016
mostraram que, nas células que tém o tumor benigno, ocorre um aumento elevado do sucinato
e do fumarato, relativamente ao grupo controlo e que o miométrio nas duas condicdes referidas
apresentava valores semelhantes para cada um dos metabolitos. Assim, o estudo sugere que
mutagdes nos dois alelos do gene FH nas células do tumor em doentes com HLRCC causam
aumento do fumarato e, consequentemente do sucinato.

Outro aspeto analisado permitiu concluir que as células com deficiéncia da FH nao
mostravam aumento significativo de stresse oxidativo e a atividade enzimatica dos complexos
enzimaticos da CRM era mantida.

Outro resultado importante tem a ver com o aumento da expressdo do fator HIF1a no
nicleo de HLRCC. No grupo com tumores uterinos benignos, o aumento ¢ moderado e baixo
ou moderado nas células circundantes ao tumor, enquanto o aumento ¢ muito elevado nas
células com carcinoma renal e moderado nas células circundantes ao tumor.

Outros estudos identificaram mutagdes no gene que codifica a subunidade B da enzima
sucinato desidrogenase (SDHB) em seis doentes com paraganglioma.

Os resultados mostraram que as mutagdes nos dois alelos no gene que codificaa SDHB
ou a perda dos alelos no gene que codifica, causam principalmente aumento do succinato.
Verifica o aumento do fumarato nos tumores benignos ou malignos, na sindrome HLRCC, com
aumento da expressdo do fator HIF1a, que ¢ a molécula central na sinaliza¢do da via de hipoxia
como também, nos tumores que sdo causados por mutagdes nos genes que codificam a
subunidade B e D da enzima SDH, onde se observa que o aumento do sucinato leva ao aumento
da expressdo do fator HIF1a, levando a expressdo aumentada dos genes alvo do fator HIF,
nomeadamente relacionados com a angiogénese.

Os resultados de um estudo realizado in vivo demonstraram que o aumento do fumarato
e do sucinato, nas células com deficiéncia da FH, ou da SDH, nas células tumorais causam a

estabilizacdo do fator HIFla (Pollard et al., 2005). O principal objetivo deste estudo foi
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esclarecer o mecanismo de sinalizagdo da via pseudo-hipoxia na etiopagenia dos tumores
HLRCC e HPGL. Este estudo evidenciou ainda que uma expressao excessiva do fator HIFla ¢
uma resposta patoldgica, por dois motivos: ndo se observa nenhuma associa¢ao no leiomioma,
no tumor renal, no paraganglioma ou no feocromocitoma, entre a densidade vascular causada
pela expressdo de CD34 e a que ¢ devido a expressao do fator HIF1a, o que reforca a evidéncia
de que a expressao do fator HIF1a ndo € s6 devido a diminui¢do da vascularizacdo, seguida de
hipoxia, mas a outro mecanismo. Em segundo lugar, sdo encontrados valores mais elevados de
HIFla nos tumores HLRCC do que no miométrio que o rodeia e os nivéis de expressdao dos
alvos do fator HIF1a, tais como o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), o TSP1
e o BNIPI, estdo aumentados na sindrome tumoral HLRCC, relativamente aos leiomiomas
esporadicos. Como a densidade microvascular ¢ maior nos leiomiomas da sindrome HLRCC,
se a expressdo de HIF1a fosse secunddria a hipoxia, sweriam de esperar niveis baixos da sua
expressao e da dos seus genes alvo nos tumores HLRCC mais vascularizados.

Embora Selak et al (Pollard et al., 2005) tenham mostrado anteriormente num estudo in
vitro que no mecanismo de tumorogénese o aumento de succinato leva a um aumento da
expressao do fator HIF 10, através da inibi¢ao das enzimas HIF prolil-hidroxilases (HPH) pelo
sucinato. A passagem deste acido dicarboxilico pela membrana interna da mitocondria e pelos
canais de anides dependentes da voltagem na membrana externa, ocorre através de um
movimento livre da mitocondria para o citosol, onde se encontram as enzimas hidroxilases.

Os resultados do estudo de (Pollard et al, 2005) mostram que in vivo, 0 sucinato se
acumula nos tumores HPGL e HLRCC e que pode evitar a hidroxilagdo do fator HIF la. Outros
mecanismos foram propostos para explicar a sinaliza¢do da via pseudo hipoxia, por exemplo o
aumento da necessidade de O, para a célula devido a auséncia de atividade do ciclo de krebs.

Independentemente do mecanismo correto que da origem a via pseudo-hipdxia nem o

estudo de Selak et al., nem o estudo de Pollard et al. evidenciam uma via alternativa para a
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tumorogénese nos tumores HLRCC ou HPGL, por exemplo baseado no aumento da
concentragdo de ROS, isto € no stresse oxidativo.

O estudo realizado por Pollard et al. em 2005, refere que o mecanismo da tumorogénese
nos tumores HPGL e HLRCC deve ser muito provavelmente a via pseudo-hipoxia tal como na
sindrome Von Hippel-Lindau e que a sinalizagdo para esta via resulta da estabilidade do fator
HIF, que, por sua vez, ¢ conseguido pelo aumento do fumarato e do sucinato. Os tumores em
todas estas sindromes tém aspetos morfologicos semelhantes, tais como: elevada densidade
vascular e aspetos moleculares como o aumento da expressao do fator HIFla e a acumulagao
de succinato nos tumores HLRCC e HPGL. O estudo também refere a inibicdo das enzimas
hidroxilases (PHDs) pelo fumarato nos tumores HLRCC.

Existem outras moléculas que podem estabilizar o fator HIF, por exemplo o piruvato e
o oxaloacetato (Pollard et al, 2005).

Nas células eucaridticas mais desenvolvidas, a enzima FH é uma das enzimas do ciclo
de Krebs, na matriz mitocondrial, com uma isoenzima no citosol.

Ao relembrar o que foi descrito sobre o estudo de Pollard (2005), sabe-se que a fungao
da enzima FH mitocondrial estd associada a suscetibilidade para HLRCC. Esta sindrome ¢
caracterizada por leiomiomas benignos cutaneos e uterinos, carcinoma das células renais e
leiomiosarcoma uterino.

Conforme evidenciado no estudo anterior realizado in vivo (Pollard, 2005), a mutagao
nos dois alelos causa a inativa¢ao da FH por deficiéncia da enzima e esta mutagao bi-alélica foi
encontrada em quase todos os tumores na sindrome HLRCC. Esta observagdo levou a sugerir
que a enzima FH atua como supressor tumoral. Em estudos mais recentes (Pollard et al, 2005)
foi evidenciado que a deficiéncia da enzima FH leva ao aumento intracelular do fumarato, e
este atuaria como inibidor competitivo das enzimas HIF prolil hidroxilases (HPHs). A inibi¢ao

destas enzimas estabiliza o fator HIF prevenindo a sua degradag@o proteossomal.
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O fator de transcricdo HIF aumenta a expressdo dos genes reguladores da angiogénese,
aumentando a expressdo de varios fatores, entre os quais o VEGF, aumentando a densidade
microvascular e dando origem a tumorogénese, mas este mecanismo ndo explica totalmente a
necessidade de uma concentracao tao elevada da isoenzima FH citosolica.

Os estudos realizados por Yogev, em 2010, referem que um tnico gene FMU] codifica
a enzima fumarato hidratase e a sua isoenzima, mas o mecanismo da sua distribui¢do pela
mitocondria e pelo citosol permanece desconhecido.

O principal objetivo deste estudo foi mostrar a fun¢ao da isoenzima FH citosolica. Esta
proteina atua como resposta ao dano nuclear, sobretudo na dupla cadeia de DNA. Para realizar
a sua funcdo, a enzima movimenta-se do citosol para o nucleo onde catalisa a reagdo de
interconversdo entre o malato e o fumarato. Esta molécula atua na detecdo, regulagdo e/ou na
estabilidade de todo o mecanismo de reparacdo em resposta ao dano do DNA. A FH citosoélica,
ndo sendo uma enzima de reparacdo do DNA, tem um papel importante na detecdo ou
sinalizacdo de danos a nivel do DNA (Yogev, 2010).

Ao analisar progressivamente o estudo de Yogev (2010) ¢é primeiro evidenciado que,
para além da fun¢do da FH mitocondrial como supressor tumoral, a isoenzima citosolica ¢
importante na reparagdo de clivagens a nivel do DNA, sobretudo de dupla cadeia. Esta
afirmagdo ¢ apoiada por varios fatores, entre os quais a auséncia desta enzima estar
parcialmente relacionada com a sensibilidade do DNA a clivagens, o que, no estudo referido
anteriormente, foi observado em amostras in vivo sem a presenga da isoenzima no citosol,
quando foram analisando as vias de reparagdo do DNA.

Foi também observado por (Yogev, 2010) que a fungdo da FH depende assim da sua
atividade enzimdtica e a sua auséncia nas células pode ser compensada por elevadas

concentracgdes de acido fumarico (fumarato).
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Esta observagao ¢ testada através de uma tnica mutag@o no gene que codifica a enzima
FH, de modo a enzima estar estavel mas inativa, ndo sendo capaz de catalisar a reacdo de
conversao do fumarato em malato. A seguir foi testado a enzima mutante no citosol, para
verificar se a sua expressdo previne a sensibilidade do DNA a clivagens, o que ndo se verifica.
Este teste indicou que esta fun¢do também ¢ importante no citosol. Apds testar qual das duas
moléculas ¢ necessaria para a prevencao de clivagens no DNA, o que ¢ testado colocando
amostras com a enzima mutante e com clivagens induzidas no DNA, num meio contendo estas
moléculas. Verifica-se que ¢ o fumarato que tem esta funcdo protetora. Este facto sugere uma
outra ligacdo entre a deficiéncia da enzima FH e a tumorogénese, que ¢ provavelmente
independente de HIF. Para realizar a sua fungdo, a enzima desloca-se para o ntcleo pela indugao
de clivagens do DNA.
Como as amostras utilizadas ndo eram de origem humana, para concluir o estudo faltou
testar que, também nas células humanas, as alteragdes da enzima citos6lica aumentavam a
sensibilidade do DNA a clivagens.
O estudo de Yogev (2010) sugeriu uma ligagdo entre a parte metabolica (representada
pela presenca da enzima FH e do fumarato no nticleo) e a resposta a lesdes do DNA nuclear,

com a presen¢a de um ambiente metabolico no controlo da propagacdo do tumor.

4.2. Deficiéncia da Fumarato Hidratase e a existéncia de um fenétipo

metabolico

Nos dois estudos descritos anteriormente (Pollard, 2005; Yogev, 2010), foi demonstrado
que a deficiéncia da fumarato hidratase leva a acumulagdo de fumarato, que vai ativar a via
pseudo hipoxia conforme o modelo proposto para o mecanismo de tumorogénese da sindrome

HLRCC, ao estabilizar o fator HIF e assim contribuir para o processo de oncogénese.
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Outro estudo mostrou que a deficiéncia da FH tem outro efeito adicional direto, a nivel
do estabelecimento de um meio metabdlico, que estd relacionado com a existéncia de um
fenotipo metabodlico, associado a expressdo de determinados genes “metabdlicos”,
especialmente relacionados com o metabolismo da glucose. Além disso, a deficiéncia desta
enzima também estd relacionada com genes que regulam a proliferagdo celular (Ashrafian,
2010).

Como analisado e evidenciado nas dois estudos anteriores a sindrome tumoral HLRCC
¢ hereditaria e esta associada ao risco de desenvolver predominantemente leiomiomas benignos
cutaneos e uterinos e carcinoma agressivo das células renais papilares e do tibulo coletor (RCC)
(Pollard, 2005; Yogev, 2010). Os resultados evidenciaram que a acumulaciao do fumarato era
responsavel pela ativagdo da via pseudo-hipdxia ao estabilizar e aumentar a expressao de HIF,
contribuindo para a tumorogénese associada a sindrome HLRCC.

Neste estudo (Ashrafian, 2010) o objetivo foi mostrar uma consequéncia adicional e
direta da deficiéncia da enzima FH, através do surgimento de um meio com determinadas
carateristicas metabolicas. Para observar e analisar este aspeto, foi desenvolvido um estudo a
partir de fibroblastos embriondrios de ratinhos (MEF) com deficiéncia de uma enzima
homologa da enzima FH e, como previsto, as células MEF apresentaram aumento de expressao
do HIF e dos seus genes alvo, devido a esta deficiéncia da FH. Também foi possivel observar
a ocorréncia de alteragcdes metabdlicas que confirmaram a maior dependéncia da via glicolitica
e uma elevada producdo de lactato. Foi ainda evidente o aumento da atividade das enzimas da
via glicolitica, tais como da isoenzima M2 da piruvato cinase (PKM2) e da isoenzima A da
lactato desidrogenase (LDHA).

Conforme observado nos estudos anteriores, a estabilidade e o aumento da expressao do
HIF dé origem a ativacdo de uma via pseudo-hipoxia e ao aumento da expressao dos genes que

codificam os alvos desse fator. Estes genes incluem fatores de crescimento e de angiogénese,
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contribuindo para a tumorogénese. Também foi verificado que, na sindrome tumoral HLRCC,
a estabilidade do fator HIF podia ser devido a producdo de radicais livres dependentes de
glucose (Ashrafian, 2010).

Assim, verifica-se que para além da ativa¢ao de uma resposta pseudo hipoxia observada
em estudos anteriores, a diminui¢do da atividade de FH ativa também um meio que permite e
contribui para a tumorogénese.

As modifica¢des metabolicas causadas pela diminuicdo da FH manifestam-se devido,
sobretudo, ao aumento da concentracdo de fumarato e aspartato, bem como a maior ativagao
das enzimas da glicdlise.

A deficiéncia da fumarato hidratase na sindrome hereditaria HLRCC leva a
manifestagdo progressiva de alteragdes em determinados genes alvo do fator HIF, que estdo
relacionados com o metabolismo, especialmente o metabolismo glicolitico, e relacionados com
a proliferacao celular.

A diminui¢do da atividade da FH estd associada ao fenotipo metabdlico do efeito de
Warburg, que esta relacionado com e contribui para a tumorogénese. E conhecido o facto de o
aumento da expressdo do fator HIF levar ao aumento da transcri¢do de genes envolvidos no
transporte da glicose (por exemplo GLUT 1), dos genes envolvidos no metabolismo da glicose
e na formagdo de lactato (por exemplo dos genes que codificam as enzimas ENO2 e LDHA),
na saida de lactato das células (pelo transportador monocarboxilato 1 (MCT1)) e no desvio de
intermediarios da glicolise para a fermentacdo, devido a inibi¢do do complexo da piruvato
desidrogenase (PDH).

Em conclusio, as alteragdes na expressao metabolica de genes que codificam as enzimas
PK2, ENO2, PKM2 e LDHA, parece ser suficiente para promover o crescimento € a

proliferacdo celular.
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Num estudo de 2011 (Semenza, 2011) foi realcada a importancia das mutagdes e dos
oncometabolitos na tumorogénese. Foram identificadas mutagdes em genes com fungdo
metabodlica, com particular evidéncia para os genes das enzimas IDH, SDH e a FH.
Consequentemente, o interesse pela hipdtese de Warburg foi de novo valorizada, isto ¢, a
associacdo entre a desregulacdo metabdlica e o processo de tumorogénese foi de novo
analisado.

Embora a designa¢do de oncometabolito tenha sido recentemente analisada no estudo
realizado por Leonardi et al, (2010), esta designa¢do ficou associada a molécula R- 2-
hidroxiglutarato (R-2HG), que ¢ a forma reduzida da molécula 2-oxiglutarato (20G). Aquela
molécula foi sintetizada quando, devido a mutagdes nos genes das enzimas IDH1 e IDH2, estas
enzimas perdiam a sua atividade na mitocondria e no citoplasma, respetivamente, na reagao
oxidativa do isocitrato para dar origem ao 2-oxiglutarato e uma molécula de NADP (reacao
oxidativa reversivel com descarboxilacao).

A molécula HG atua como inibidor competitivo com oxiglutarato (20G) na atividade
das enzimas 2-oxigenases, que incluem as enzimas prolil hidroxilases, as histonas desmetilases
e a familia das 5-metilcitosina hidroxilases (Chowdhury et al 2011). Assim, seguindo o exemplo
da molécula hidroxiglutarato, podemos definir oncometabolito como uma molécula que esta
integrada no metabolismo celular normal mas que, quando se acumula, desregula o
metabolismo permitindo a progressdo para a formacdo de tumores através de processos
complexos que envolvem inibi¢do, disfungdo ou ativagdo de vias que necessitam de maior
investigagdo para serem compreendidas e clarificadas.

O conceito de oncometabolito ¢ recente e pode oferecer uma via real e inovadora para
uma variedade de terapias para os tumores e foram discutidas evidéncias que classificam o
fumarato como oncometabolito, que se acumula quando a enzima FH esta deficiente (Semenza,

2011).
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4.3. A deficiéncia na atividade da malato desidrogenase mitocondrial

Nos doentes com Leucemia Mieloblastica que apresentaram monossomiado
cromossoma 7, as células polimorfonucleares revelaram deficiéncia na atividade da malato
desidrogenase (MDH) mitocondrial. Nos doentes que ndo tinham esta alteragdo comossomica,
nao se verificou esta deficiéncia enzimatica e a clinica era mais favoravel (Muchi, 2009).

A defini¢do da sindrome mielodisplésica ja relacionada com uma alteragdo nas células
pluripotentes da medula dssea com carateristicas clinicas hematologicas, como anemia
refratdria e aumento de células mieloblasticas. Esta sindrome pode preceder o aparecimento de
leucemia mieloblastica aguda (Muchi, 2009).

Na sindrome mielodisplésica, uma situacdo rara nas criangas, os estudos citogenéticos
mostraram uma elevada incidéncia associada a monossomia cromossomica, dos cromossoma 7
e 8. A monossomia do cromossoma 7 foi considerada como critério de diagndstico desta
alteracdo mieloproliferativa, que tem um risco elevado de progressdo para a leucemia
mieloblastica aguda. Os genes que codificam a malato desidrogenase mitocondrial (MDHm), a
uma enzima que dd origem ao oxaloacetato a partir do malato no ciclo de Krebs, estdo
localizadas no cromossoma 7.

Verificou-se que a transformagao tumoral era acompanhada pela alteragao da atividade
enzimatica ¢ da microestrutura mitocondrial (Muchi, 2009).

Os objetivos deste estudo foram a descricdo clinica e laboratorial de alguns casos de
sindrome mielodisplasica em criangas, para além da determinacdo da atividade da enzima
malato desidrogenase mitocondrial e citoplasmatica na sindrome mielodispldsica e noutras
patologias hematopoiéticas. Foi também investigado se a deficiéncia da MDHm era devido ao
efeito cumulativo das alteragdes da monossomia no cromossoma 7. E também foi importante

comparar a atividade das duas isoenzimas, MDHm e MDHc na sindrome mielodispléasica e
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noutras doengas hematopoiéticas, incluindo a leucemia. Dos trés casos estudados com sindrome
mielodisplasica em criangas, um foi apresentado com anemia refratéria e aumento das células
blasticas na medula dssea e no sangue periférico e com delecdo no braco longo do cromossoma
7. O segundo caso apresentava anemia refrataria desde héd um ano, tendo o doente falecido com
leucemia mieloblastica aguda; apresentava monossomia do cromossoma 7. O terceiro caso
tinha um grande aumento de células mieloblésticas na medula dssea e no sangue periférico mas
ndo tinha nenhuma evidéncia de alteracdo cromossomica. Verificou-se que a diminui¢cdo da
atividade da MDHm nas células polimorfonucleares nos doentes com monossomia do
cromossoma 7 era devido a um efeito de acumulagao das alteragdes cromossdmicas e nao estava
relacionado com as alteragdes hematoldgicas, como anemia refrataria, aumento das células
mieloblasticas na medula 6ssea e no sangue periférico, ou com a progressdo para leucemia
mielobléstica aguda. Em contraste, foi demonstrado que a atividade da MDHc ndo foi alterada.
Assim, foi mostrado que esta enzima ndo apresentava nenhum envolvimento quer, com a
sindrome mielodisplasica, quer com a monossomia do cromossoma 7. O gene que codifica a
enzima MDHc encontra-se codificado no cromossoma 2.

Os resultados também demonstraram que a monossomia do cromossoma 7 ou a delecao
do braco longo estavam relacionados com uma disfun¢do dos granuldcitos polimorfonucleares,

mas que outros fatores poderdo estar envolvidos.

4.4. A deficiéncia da enzima aconitase

A ataxia de Friedreich ¢ uma doenca neurologica caraterizada pela ataxia cerebelosa
progressiva associada a cardiomiopatia. Esta doenca neuroldgica ¢ causada pela alteragao do
gene que codifica a frataxina, codificado pelo genoma nuclear no cromossoma com

consequente diminui¢do da expressdo da proteina.
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A funcido da frataxina ¢ sintetizar agregados de ferro enxofre que vao ser distribuidos
nos varios compartimentos celulares. Existe um niimero elevado de enzimas que contém estes
agregados e tém uma fun¢do importante no metabolismo celular. A aconitase ¢ uma dessas
enzimas e, na ataxia de Friedreich, esta enzima tem apenas uma atividade residual. Esta
atividade pode ser importante para a evolu¢ao da doenga.
A atividade desta enzima no citosol ¢ importante na regula¢do do metabolismo do ferro.
A perda da atividade desta enzima demonstrou estar relacionada com a morte celular dos
cardiomidcitos. Assim, ¢ importante para prevenir a morte celular, nomeadamente das células
cardiacas (Gongalves, 2008).
A frataxina reduz o nivel de inativagcdo da aconitase induzida por ROS, sendo uma
proteina chaperon, que protege os agregados de ferro enxoftre da aconitase e de outras proteinas

mitocondriais, da desintegracdo e promove a reativacao enzimatica (Hamosh, 2009).

4.5. A deficiéncia da enzima a-cetoglutarato desidrogenase

Antes de iniciar a descricdo da patologia por deficiéncia da enzima oKGDH, ¢
importante analisar o estudo de Aaron Mclain et al, na tentativa de compreender o papel que o
multicomplexo enzimatico tem como sensor redox mitocondrial, principalmente durante o
stresse oxidativo.

Este estudo comegou por abordar o ponto de vista tradicional, que refere que uma
exposi¢do prolongada e/ ou um aumento da producdo de ROS, como ocorre com a idade e/ ou
em doengas principalmente neurodegenerativas, leva a um aumento de uma grande variedade
de enzimas antioxidantes entre as quais a superdxido dismutase, a catalase, a glutationa
peroxidase e a glutationa redutase, bem como de moléculas sequestradores de baixo peso

molecular, presentes no interior da célula. Quer as enzimas antioxidantes, quer as moléculas
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sequestradoras impedem os radicais livres de interagirem com biomoléculas (proteinas, lipidos,
DNA e outras), prevenindo os danos oxidativos.

No entanto, devido & faléncia das intervencdes dos antioxidantes tradicionais, que
minimizam varios mecanismos funcionais associados a idade e doencas neurodegenerativas, o
ponto de vista tradicional pode ser questionado. Além disso, tém surgido evidéncias de que os
radicais livres sdo compostos importantes em determinadas vias de transducao de sinal e podem,
em algumas situagdes exercerem efeitos benéficos.

A mitocdndria, que € o local onde se produzem a maioria de compostos pro-oxidantes,
tem formas de responderdo stresse oxidativo para reverter alteragdes do estado redox. Os
resultados mostraram que as células possuem mecanismos para detetar rapidamente e responder
ao stresse oxidativo e a fatores moleculares que causam danos provocados pelos radicais livres.

Foram apresentadas evidéncias de que a enzima mitocondrial a-KGDHm ¢ um
componente do sistema antioxidante da mitocondria e um importante sensor do estado redox,
induzindo altera¢des importantes no metabolismo celular, para prevenir o dano oxidativo. Esta
enzima ¢ singular na sensibilidade ao stresse oxidativo e na capacidade de reverter
completamente a inibi¢do mediada pelos radicais livres ou, em determinadas circunstancias, de
reverter a inativagdo oxidativa (Aaron Mclain, 2011).

A enzima a-KGDHm representa um dos pontos chave na regulacdo do ciclo de Krebs,
controlando o fornecimento de equivalentes redutores gerados pelo ciclo e assim, o fluxo de
eletrdes para a cadeia respiratdria e consequentemente, a producao de ATP. Para além dessa
fun¢do, tem, como referido anteriormente, uma sensibilidade para radicais livres que repelam a
sua atividade enzimatica. Esta regulacdo redox € uma forma de controlar a produgdo de energia
em resposta a alteragcdes do stresse oxidativo na mitocondria e na célula. Assim, observou-se a
diminui¢do da atividade da enzima em distirbios neurologicos e cardiovasculares, associados

ao stresse oxidativo. Deste modo, a resposta anti-oxidante ¢ complexa e ndo se limita a remover
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radicais livres e produtos pro-oxidantes, mas também envolve alteragdes na regulagdo do
metabolismo com o objetivo de diminuir a producdo de radicais livres e proteger moléculas
mitocondriais, do dano oxidativo (Aaron Mclain,2011).

O objetivo deste estudo foi tentar elucidar aspetos estruturais e funcionais da enzima
que a tornam singular na resposta ao estado redox mitocondrial. Para esta andlise, sdo
apresentados e discutidos os achados chave que avaliam o potencial funcional antioxidante da
enzima.

A enzima o-KGDH ¢ um grande complexo multienzimatico composto por trés
subunidades: El que ¢ a enzima o cetodcido descarboxilase, E2, dihidrolipoamida
succyniltransferase e E3, dihidrolipoamida desidrogenase ou dihidrolipoamida NAD"
oxiredutase.

Com a utilizacdo de cDNAs especificos para cada subunidade, foi encontrada a
sequéncia correspondente a cada uma das subunidades. Os genes correspondentes de cada
subunidade foram identificados e estudados. Os genes sdo para E1 o gene PDHAI, para E2 o
gene DLST e para E3 o gene DLD.

Para catalizar os trés passos da reagdo catalizada pela enzima, que leva a formagao de
succinyl-Co A, CO, e NADH a partir do a cetoglutarato, sdo necessarios varios cofatores. Os
cofatores sdo a tiamina pirofosfato (TPP) que est4 fortemente ligada a subunidade E1 por uma
ligacdo covalente; o acido lipdico ligado a subunidade E2 também por uma ligacdo covalente;
a CoASH, que reage com o grupo succinil do 4cido lipoico; o FAD", que est4 fortemente ligado
a subunidade E3 e o NAD", que ¢ reduzido pelo FADH, na subunidade E3, dando origem a
NADH. E importante referir que a enzima necessita do envolvimento, em cada ciclo, dos
estados de oxidacdo de varios grupos sulfidricos, que rapidamente reagem com moléculas pro-
oxidantes e eletrofilicas, resultantes da peroxidacdo de lipidos que se formam da reagdo entre

radicais livres e lipidos.
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Para analisar a regulacdo reversivel da enzima a-KGDH pelo estado redox, foi usado
peroxido de hidrogénio (H,O,) em mitocondrias isoladas. O H>O, ndo ¢ um radical, mas ¢
oxidante e pode levar a formagdo de ROS. Os resultados mostraram que os efeitos do stresse
oxidativo na atividade mitocondrial eram reversiveis. Apos o tratamento com H,O; verificou-
se que o fluxo de eletrdes para a cadeia respiratdria e a fosforilagdo oxidativa diminuiram, mas
a atividade enzimatica recuperava totalmente quando o H,O, ndo estava presente, o que ¢
indicador de regulacao redox (Aaron Mclain,2011).

Posteriormente, foram realizados mais estudos que mostraram que a diminui¢do do
fluxo de eletrdes e da fosforilagdo oxidativa estava associada a inibi¢do reversivel das enzimas
a-KGDH e aconitase. A enzima a-KDGH catalisa a reagdo limitante do ciclo e, assim controla
a producdo de NADH. Por sua vez, esta producdo regula a velocidade do fluxo de eletrdes e a
producdo de moléculas de ATP. A inibicdo da enzima ¢é responsavel pela diminui¢do da
fosforilagdo oxidativa induzida pelo H,O,. A inibi¢do enzimatica resultou da formagdo de uma
ponte dissulfito entre o grupo sulfidrico da enzima e o glutatido (reagdo de glutationilagdo).
Esta molécula ¢ importante para a defesa contra os radicais livres, necessitando de duas enzimas
que contribuem para esta fun¢do, a glutationa peroxidase e a glutationa redutase. Depois de
gasto o H,O», a glutationa ¢ separada pela enzima glutaredoxina ficando a a-KGDH de novo
ativa. A glutationilacdo da enzima ocorre no cofator, o &cido lipdico (Aaron Mclain et al, 2011).

Depois de analisadas algumas func¢des da enzima a-KGDH, a sua deficiéncia ¢ uma
patologia pouco frequente ou até rara, autossomica recessiva, habitualmente carateristica no
periodo neonatal. Esta patologia carateriza-se por uma encefalopatia suave e por
hiperlactacémia. Geralmente, o prognostico ndo ¢ favoravel e a crianga acaba por falecer nos
primeiros anos de vida, sem nenhuma terapia eficiente. Poucos casos foram encontrados em
adultos com lesdo hepatocelular, sem envolvimento do SNC ou com episddios recorrentes de

mioglobintiria. O aumento da concentracdo dos substratos no sangue periférico e/ou urina
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podem ajudar no diagndstico, que ¢ confirmado através da andlise da atividade enzimatica e,
quando possivel, da identificacdo da mutagao genética.

Habitualmente as mutagdes estao localizadas no gene da enzima da subunidade E1, mas
de entre os 11 casos descritos com mutagao no gene da subunidade E3, um dos casos tinha uma
apresentacgdo atipica, sem aumento do piruvato ou de aminodcidos de cadeia ramificada, no
sangue periférico e sem o cetoacidos de cadeia ramificada na urina. Mas, ao analisar o RNAm
através de RT-PCR do gene que codifica E3, seguido da sequenciacao, identificou-se a mutagao
nesta subunidade. Assim trés filhos recém-nascidos, filhos de pais consanguineos,
apresentavam hipotonia axial e rigidez dos membros no periodo neonatal. A TAC-encefilica
mostrou atrofia cortical moderada. Um dos recém-nascidos apresentou cardiomiopatia
hipertrofica e o agravamento neurologico levou a que os doentes tivessem falecido com 32, 30

e 13 meses respetivamente.
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VIL. DISCUSSAO

Os resultados que foram apresentados neste trabalho, basearam-se nos estudos
realizados e descritos em artigos cientificos e de revisdo. Estes resultados permitiram identificar
a importancia da fun¢do da atividade enzimdtica de algumas enzimas do ciclo de Krebs.
Também permitiram relacionar a deficiéncia da atividade enzimética com os mecanismos
patologicos envolvidos em determinadas doencas.

O trabalho permitiu, por exemplo, verificar que a FH e a SDH atuam como supressores
tumorais ¢ a auséncia da sua atividade conduz a um mecanismo de tumorogénese € ao
aparecimento das sindromes tumorais hereditarias HLRCC e HPGL. Esta observacao foi
conhecida ha alguns anos; mais recentemente, os estudos demonstraram que estes tumores
apresentavam um aumento da expressdao do fator HIFa e sua ativacdo. Os estudos realizados
mostraram que a acumulagdo de fumarato ou/ e acumulagao de succinato causam a estabilidade
do fator HIFa; e permitiram sugerir que o mecanismo mais provavel para explicar a
tumorogénese seria através da via da pseudo hipoxia.

Num estudo recente, foi mostrado que a existéncia da FH citosolica ¢ importante na
resposta ao dano do DNA, especialmente de dupla cadeia. A FH ¢ recrutada a partir do citosol
para o nucleo por induc¢do do dano oxidativo ao DNA. A FH ou, na auséncia da sua atividade,
o fumarato, sdo essenciais na resposta ao dano do DNA. Os resultados mostraram que a FH
citosdlica desempenha a func¢do de supressor tumoral e, muito provavelmente, ¢ independente
do HIF.

Também foi mostrado o envolvimento do metabolismo da célula na resposta as lesdes
do DNA. Foi ainda demonstrado que existe um controlo metabdlico para a propagacao tumoral.

Foi ainda evidenciado que um efeito direto adicional da deficiéncia da FH ¢ a formacao

de um meio biossintético determinado, demonstrando que o aumento da regulacdo das enzimas
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da via glicolitica estava associado a tumorogénese. As células que manifestaram a deficiéncia
de FH proporcionaram um meio metabdlico prétumorogénico, logo de inicio. Este meio
glicolitico ¢ reversivel, progressivo e esta alteracdo metabdlica d4 origem ao crescimento e
proliferacdo celular desregulada.

Foi de grande relevancia constatar que, em doentes com Leucemia Mielobléstica com
monossomia do cromossoma 7, as células polimorfonucleares revelaram deficiente atividade
da MDHm.

Mais estudos foram realizados, entre os quais a andlise da atividade deficiente da
aconitase, na ataxia de Friedreich e também foi analisado o papel do complexo enzimatico da
a-cetoglutarato como sensor redox mitocondrial, principalmente durante o stresse oxidativo e
a descicdo de um caso atipico por deficiéncia enzimatica da subunidade E3 do complexo

enzimatico da a-cetoglutarato.
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VIII. CONCLUSAO

Neste estudo foi identificado a importancia da deficiéncia na atividade de algumas
enzimas do ciclo de Krebs. Embora sejam necessarios mais investigagdes para uma melhor
caraterizagdo dos mecanismos fisiopatologicos, a continuidade da investigacdo nesta area ¢
importante para um melhor conhecimento das fun¢des das enzimas do ciclo de Krebs e para

possibilitar uma terapéutica cada vez mais eficaz, especifica e segura
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