Reaccion 1. Citrato sintasa: Condensacion del acetilo y el oxalacetato. Es una reacciéon muy
exergonica (-32,2 Kj/mol).
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Mecanismo de reaccion de la citrato sintasa
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La reaccion es semejante a una
condensacion aldolica El carbono metilico
del grupo acetilo pierde un proton por
medio de un residuo de histidina del
enzima. El carbanion resultante realiza un
ataque nucleofilico al carbono carbonilico
del oxalacetato. La reaccion genera un
compuesto muy inestable citroil-CoA, que
espontineamente se hidroliza mientras esta
unido al enzima para dar productos.
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Reaccion 2. Aconitasa: Isomerizacion a isocitrato. La aconitasa es una proteina de hierro-azufre (o una
proteina con hierro no-hemo), contiene como grupo prostético un centro FesSy.
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Mecanismo de reaccion de la aconitasa
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Centro activo de la aconitasa

Centro ferro-sulfurado en la aconitasa. El
centro esta coloreado en rojo y el citrato en azul.
Tres residuos Cys del enzima unen tres atomos
de hierro, el cuarto esta unido a uno de los
grupos carboxilo del citrato. Un residuo basico.
:B, en el enzima ayuda a posicionar el citrato en
el centro activo. El centro ferro-sulfurado actia
tanto en la union al sustrato como en la catalisis.




Reaccion 3. Isocitrato deshidrogenasa: primera decarboxilacion (deshidrogenacion a oxalsuccinato
y decarboxilacion espontanea de éste).
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Mecanismo de reaccion de la isocitrato deshidrogenasa
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El oxalosuccinato aparece entre corchetes debido a que no se disocia del enzima

Reaccion 4. Complejo a-cetoglutarato deshidrogenasa: segunda descarboxilacion. Reaccion
analoga y comparable a la catalizada por la piruvato deshidrogenasa. El complejo multienzimatico consta

delas siguientes enzimas:

a-oxoglutarato deshidrogenasa (E1)
Dihidrolipoil transsuccinilasa (E2)
Dihidrolipoil deshidrogenasa (E3)
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0=C—C00" + NAD" + CoASH—> 0=C—S—Coh + CO, + NADH  AG” = -335 k/imd

0-Cetoglutarato Succinil-CoA



Regeneracion del oxalacetato

Reaccion 5. Succinil-CoA sintetasa: Fosforilacion a nivel de sustrato
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Reaccion de la succinil-CoA sintetasa
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1) Formacion del succinil fosfato, un anhidrido mixto de “alta energia”.
2) Formacion del fosforil-His, un intermediario de “alta energia”.

3) Transferencia del grupo fosforilo al GDP, formandose GTP.



Reaccion 6. Succinato deshidrogenasa: oxidacion dependiente de flavina. La enzima (flavoproteina)
contiene FAD unido covalentemente a un residuo de histidina y esta fuertemente unida a la membrana
interna mitocondrial.

El enzima es fuertemente inhibido por
malonato, analogo estructural del

Union covalente del FAD a un resto NH succinato y es un ejemplo clasico de
de his de la succinato deshidrogenasa g N inhibidor competitivo.
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La actividad de la succinato deshidrogenasa es estereoespecifica, y solo se
forma el isdmero trans, el fumarato. El isomero cis el maleato no se forma
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Reaccion 7. Fumarasa (Fumarasa hidratasa): hidratacion reversible del doble enlace C - C.

El enzima es altamente estereoespecifico, cataliza la hidratacion del doble enlace en trans del
fumarato, pero no el doble enlace en cis del maleato (el isdmero cis del fumarato). En la reaccion inversa (de
L-malato a fumarato), la fumarasa es igualmente esteroespecifica, el D-malato no es sustrato.
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Reaccion 8. Malato deshidrogenasa: Oxidacion del grupo hidroxilo del L-malato a una cetona en una
reaccion dependiente de NAD".
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AGY = +29.7 kd/mol

El AG™ de esta reaccion es de + 29,7 kJ/mol. La concentracion de oxalacetato formado en el equilibrio
es, por tanto, muy pequeia. sin embargo la reaccion catalizada por la citrato sintasa , es muy exergonica
(AG™ =-31,5 kJ/mol) debido a la hidrolisis del enlace tioester del citril-CoA. Esto hace que que la
formacion de citrato sea exergonica, incluso a concentraciones fisiologicas pequefias de oxalacetato.
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Regulacion del acido citrico
1) Disponibilidad de sustrato. (acetil-CoA y oxalacetato)
2) Inhibicién por producto. (NADH)
3) Inhibicion competitiva por retroalimentacion de los intermediarios que se encuentran mas adelante a lo largo
del ciclo. (NADH, succinil-CoA)

Reaccion Enzima AG™ AG Inhibicién Activador
(kJ/mol)  (kJ/mol)

1 Citrato sintasa -31,5 Negativa NADH, citrato y Succinil-CoA  Oxalacetato
2 Aconitasa =5 =0
3 Isociotrato -21 Negativa NADH y ATP ADP y Ca**
deshidrogenasa
4 a-cetoglutarato -33  Negativa NADH y Succinil-CoA Ca*"
deshidrogenasa
5 Succinil-CoA -2,1 ~0
sintetasa
6 Succinato +6 =0
deshidrogenasa
7 Fumarasa -34 =0
8 Malato +29,7 =0
deshidrogenasa
Piruvato
AceiCoA

Diagrama del 4cido citrico y de la
reaccion de la piruvato deshidrogenasa
que indica los puntos de inhibicion
(octagonos rojos) y los intermediarios

Oxalacetato

Citrato

Malato que actian como inhibidores (flechas
\ . 2+
\ \ rojas a trazos). El ADP y el Ca” son
\ activadores.
Fumarato | NADH | Isocitrato
\ Ca**, ADP
Succinato

GTP Succinil-CoA
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Estequiometria de la ruta metabdlica
Acetil-CoA + 2H,0 + 3NAD" + FAD + GDP + Pi — 2CO; + 3NADH + FADH, + CoA-SH + GTP

Una vuelta del ciclo del acido citrico genera un fosfato de alta energia, tres NADH y un FADH,
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Reacciones anaplerdticas
Reaccion Tejidos
Piruvato + HCO;” + ATP < oxalacetato + ADP + Pi Higado y rifion
piruvato carboxilasa
Fosfoenolpiruvato + CO,+ GDP < oxalacetato + GTP Corazén, musculo
PEP carboxiquinasa esquelético
Piruvato + HCO;” + NAD(P)H < malato + NAD(P)" Ubiquo, eucariotas y

Enzima malico procariotas






