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Introduccion

El Ciclo del Acido Citrico es la via central de metabolismo aerébico; en esta via se oxidan los
compuestos de carbono que proviene de la degradacion de todos los principios inmediatos y tam-
bién se forman moléculas precursoras para la sintesis de muchos de ellos. Su nombre proviene
del primer intermediario formado, el Citrato. También se conoce como Ciclo de los Acidos Tri-
carboxilicos porque dos intermediarios de la via son acidos de este tipo.

Desarrollo

En 1920 Thumberg, Batelli y Stern descubrieron que 4cidos orgénicos como Succinato, Fumara-
to, Malato y Citrato, son rapidamente oxidados, estimulando en forma catalitica el consumo de
Oxigeno y la produccion de Dioxido de Carbono. Posteriormente, descubrieron otros acidos tri-
carboxilicos como el Isocitrato y el cis-Aconitato, que tienen el mismo efecto

En 1935 Albert Szent-Gorgyi propone una secuencia para la oxidacion enzimatica del succinato:
Succinato = Fumarato = Malato = Oxalacetato

Ademas, descubre que la adicion de Oxalacetato produce un consumo de Oxigeno mucho mayor
que el tedricamente necesario.

Ese mismo afio, Martius y Knoop determinan la secuencia enzimatica de oxidacion de Citrato:

Citrato = a-Cetoglutarato = Succinato

En 1937 Hans Adolph Krebs descubre que en condiciones anaerobi-
cas, la adiciéon de Oxalacetato al medio provoca la acumulacion de
Citrato. También encuentra que la inhibicion especifica de la enzima
Succinato Deshidrogenasa (EC 1.3.99.1) con Malonato, anula el efec-
to catalitico de todos los acidos, con acumulacion de Succinato en
forma proporcional a la cantidad afiadida de 4cido. También probd
que en estas condiciones, la adiciéon de Oxalacetato restablece el con-
sumo de Piruvato, pero en proporcion 1 a 1 y no en forma catalitica,
como descubrio Szent-Gorgyi.

Con base en sus resultados, Krebs propuso el esquema general del ci- =

clo (Figura 2) y demostrd la existencia de todas las enzimas involu- Figura 1. Hans A. Krebs
cradas. Por la importancia de su contribucién, el Ciclo del Acido Citrico también se conoce como
Ciclo de Krebs.

En 1945, Albert L. Lehninger y Eugene P. Kennedy, determinaron que el Ciclo de Krebs se lleva
a cabo en la Matriz Mitocondrial.
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Ciclo del Acido Citrico
Reacciones del Ciclo del Acido Citrico

En la Figura 2, se presenta el esquema completo del ciclo en su forma actual, que es esencialmen-
te igual a la propuesta por Krebs, y a continuacion se discuten las reacciones individuales.

Citrato
Sintasa . ]
Aceﬁ[-(;% Citrato .. Aconitasa
Oxalacetato Isocitrato
Malato Isocitrato
Deshidrogenasa Deshidrogenasa

’ C co,
I-Malato a-Cetoglutarato

a-Cetoglutarato
Deshidrogenasa

Fumarasa \™&_

co,

Fumarato Succinil-CoA

‘\1 J Succinil-CoA

Succinato ( Sintetasa

Deshidrogenasa - Succinato

Figura 2. Esquema del Ciclo del Acido Citrico
Citrato Sintasa (E.C. 4.1.3.7)

La Citrato sintasa es una enzima del grupo de las Liasas, que cataliza la condensacion del Oxa-
lacetato y la Acetil-CoA, para formar Citrato. Esta reaccion se considera la principal via de en-
trada de Carbono al ciclo, pues la Acetil-CoA se produce en grandes cantidades durante el cata-
bolismo de Glucidos, Lipidos y Aminodcidos, y su oxidacion en el ciclo, produce la mayor parte
de la energia metabdlica. Citrato Sintetasa, Citrato Oxalacetato Liasa, Citrogenasa y Enzima
Condensante, son nombres que a recibido esta enzima a través de los afios, todos hacen referen-
cia a la formacion del citrato, pero en la nomenclatura enzimatica moderna, ya no se aconseja su
empleo. La enzima es grande y estable.

La reaccion es una condensacion aldolica entre el metilo de la Acetil-CoA y el doble enlace Car-
bono Oxigeno del Oxalacetato.
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La condensacion se lleva a cabo mediante la catalisis dcido-base del carboxilo de un resto de As-
partato y dos de Histidina, para formar Citril-CoA, intermediario que permanece unido a la en-
zima. En el segundo paso, la enzima hidroliza el Citril-CoA liberando Citrato y CoA-SH.

Cuando se une el Oxalacetato, la enzima sufre un cambio de conformacién que coloca el Oxala-
cetato en una cavidad inaccesible al agua y al mismo tiempo, se forma el sitio de union de la Ace-
til-CoA. La reaccion es espontanea debido a la hidrdlisis de enlace Tioéster y colabora para de-
terminar la direccion del ciclo de Krebs.

La enzima tiene especificidad absoluta para Oxalacetato y Acetil-CoA. S6lo el veneno de origen
vegetal Fluoroacetil-CoA, puede sustituir a la Acetil-CoA.

0
F—CH;C—S—CoA
Fluoroacetil-CoA

Fuera de la mitocondria, se encuentra una isoenzima denominada Citrato Liasa, que participa en
la sintesis de acidos grasos.

El ATP es inhibidor alostérico de la Citrato Sintasa. La actividad de la enzima también responde
a los niveles de Oxalacetato y Acetil-CoA. Con frecuencia el Oxalacetato es el reactivo limitante,
porque participa en la Gluconeogénesis. Cuando falta Oxalacetato, se acumula la Acetil-CoA que
es activador de la enzima Piruvato Carboxilasa, la cual convierte el Piruvato en Oxalacetato. El
exceso de Acetil-CoA también inhibe a la enzima Piruvato Deshidrogenasa que convierte el Pi-
ruvato en Acetil-CoA.

Aconitasa (E.C. 4.2.1.3)

Esta enzima, también conocida como Aconitato Hidratasa, cataliza la transposicion de un grupo
OH del citrato, para convertirlo en Isocitrato. Pertenece al grupo de las Liasas, porque se consi-
dera que la isomerizacion reversible, se lleva a cabo a través de reacciones de deshidratacion
(eliminacién) e hidratacion (adicion) sucesivas, a través del cis-Aconitato, que seria un interme-
diario unido a la enzima. Sin embargo, evidencias espectroscopicas sugieren que el intermediario
de la reaccion es un i6n carbonio, capaz convertirse en Isocitrato, Citrato o cis-Aconitato. A pe-
sar de ello, en muchos textos se incluye el cis-Aconitato como intermediario.
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En equilibrio, la enzima forma una mezcla de 58% Isocitrato, 39% Citrato y 3% cis-Aconitato.
Contiene Hierro no hemo y Azufre dcido labil en una agrupaciéon denominada centro hierro-
azufre.

Es inhibida competitivamente por Fluoroacetato, cuando se convierte en Fluorocitrato. También
es inhibida por el trans- Aconitato.

Es una enzima notable por la especificidad de la reaccion que cataliza, convirtiendo el Citrato no
quiral, Gnicamente en uno de los cuatro isdémeros posibles quirales del Isocitrato, el 2R,3S-
Isocitrato o treo-D-Isocitrato, al transponer el Grupo OH del Carbono 3 del Citrato hacia el Car-
bono 2, proveniente del Oxalacetato, y jamas al que proviene de la Acetil-CoA. Los grupos en-
cargados de eliminar y afiadir el H;O en forma de H™ y OH se encuentran colocados en el sitio
activo en las posiciones adecuadas para asegurar la estereoespecificidad.

El complejo de Hierro y Azufre de la Aconitasa tiene una funcioén diferente al de otras proteinas
con Hierro y Azufre. En la mayoria de las proteinas, el complejo de Hierro y Azufre participa en
reacciones de oxido reduccion. En la Aconitasa, el complejo tiene la forma de un cubo, con éto-
mos de Hierro y Azufre alternados en los vértices. El Hierro en uno de los vértices se coordina
con los 4tomos de Oxigeno del carboxilo y el hidroxilo del carbono 3 del Citrato.

La reaccion tiene un AG™ positivo, pero en las condiciones intracelulares, el consumo rapido del
Isocitrato, mantiene el AG casi en cero.

Hay una isoenzima que se encuentra fuera de la mitocondria.
Isocitrato Deshidrogenasa (EC 1.1.1.41)

Es una Oxido-reductasa de especificidad absoluta, que cataliza la reaccion de descarboxilacion
oxidativa del 2R,3S-Isocitrato producido por la Aconitasa.
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El anillo de Nicotinamida del NAD" (0 NADP" en algunos organismos) oxida al grupo -OH del
Isocitrato convirtiéndolo en Oxalosuccinato, intermediario unido a la enzima. En el Oxalosucci-
nato, el grupo ceto en 2 se encuentra en posicion 3 respecto del carboxilo en 3, situacion que hace
al carboxilo inestable y facil de eliminar. La eliminacion, forma o-Cetoglutarato y es favorecida
por la interaccién entre Mg®* (o Mn>") y el grupo cetona. El carbono eliminado como CO,, pro-
viene del carboxilo 1 del Oxalacetato.

Esta enzima se considera el punto principal de regulacién del ciclo. La forma de regulacion
mas importante de la Isocitrato Deshidrogenasa es la activacién alostérica por ADP (antagoni-
zada por ATP) mediante la cual se acelera la actividad del ciclo cuando la relacion ATP/ADP es
baja. También es activada por NAD" (antagonizado por NADH) y Ca®".

La reaccion de la Isocitrato Deshidrogenasa tiene un AG* negativo grande debido a que involucra
una oxidacion y una descarboxilacion, ambos procesos exergdnicos. Ademads, el CO, producido
en la descarboxilacion, se elimina facilmente haciendo que la reaccion sea irreversible, lo que la
convierte en una de las reacciones que da direccion al ciclo de Krebs.

Se han descrito 3 isoenzimas. Una que es especifica de NAD' y se encuentra sélo en mitocondria.
Las otras dos enzimas son especificas de NADP", una se encuentran en mitocondria y otra en ci-
toplasma.

a-Cetoglutarato Deshidrogenasa (EC 1.2.4.2)

El complejo de la a-Cetoglutarato Deshidrogenasa, cataliza una reaccion de descarboxilacion

oxidativa, mediante la cual el a-Cetoglutarato se convierte en Succinil-CoA. Tiene un mecanis-
mo idéntico al del complejo de la Piruvato Deshidrogenasa.
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Ciclo del Acido Citrico
El complejo esta formado por varias copias de:

o a-Cetoglutarato Deshidrogenasa (E.C. 1.2.4.1) con TPP como grupo prostético, que cataliza
la reaccion de descarboxilacion oxidativa del o-Cetoglutarato para transformarlo en Succinil-
semialdehido-TPP.

« Lipoamida Succiniltransferasa (E.C.2.3.1.12) que tiene como grupo prostético el Acido Li-
poico, unido a un resto de lisina en forma de lipoamida, y completa la oxidacion mediante la
transferencia de Semialdehido Succinico del TPP al Lipoato para formar la Succinil-
lipoamida, y después la transferencia del Succinato a l1a Coenzima A, para formar la Succi-
nil-CoA.

e Dihidrolipoamida Deshidrogenasa (E.C.1.6.4.3) idéntica a la del complejo de Piruvato Des-
hidrogenasa, con FAD como grupo prostético, que cataliza la oxidacién de la Dihidrolipoa-
mida a Lipoamida, con NAD" como aceptor final de electrones, a través del FAD y una pro-
teina con hierro y azufre.

El CO; que se elimina en esta reaccion, es del carboxilo 4 del Oxalacetato original, de manera
que se eliminan dos Carbonos, equivalentes a los de la Acetil-CoA que entr6 al ciclo, pero prove-
nientes del Oxalacetato.

Al igual que la Isocitrato Deshidrogenasa, la reaccion de la a-Cetoglutarato Deshidrogenasa im-
plica un paso de oxidacion y otro de descarboxilacion lo que hace que la reaccion total sea espon-
tanea e irreversible, por lo que contribuye a dar direccion al ciclo de Krebs. Parte de la energia li-
berada en la oxidacion, se conserva en el enlace tioéster de la Succinil-CoA.

La principal regulacion del complejo es la inhibicion por producto, cuando se acumulan Succinil-
CoA y NADH, disminuye la actividad de la enzima y la velocidad del ciclo. El complejo también
es inhibido por Arsenito y para-Hidroxifenilpiruvato (inhibidor competitivo).

Succinil-CoA Sintetasa (EC 6.2.1.4)

Cataliza la hidrolisis del enlace tioéster de la Succinil-CoA, conservando parte de la energia de
hidrolisis en forma de GTP (ATP en procariotes) mediante una fosforilacion a nivel de sustra-
to. La enzima también se conoce como Succinato Tiocinasa 6 Succinil-CoA Tiocinasa, nom-
bres que no son compatibles con las reglas de nomenclatura moderna y no deben emplearse.

El mecanismo de la reaccion se ha descrito como de "la papa caliente" porque el fosfato va pa-
sando de un compuesto a otro.

e La energia liberada en la hidrdlisis del enlace tioéster de Succinilc-CoA, se usa para formar un
enlace anhidro entre el grupo carboxilo del Succinato y el fosfato inorgénico (Pi). Este enlace
tiene alta energia de hidrdlisis.

e A continuacion, el fosfato del grupo anhidro, se transfiere a un resto de Histidina de la enzima,
formando fosfohistidina que también es un compuesto de alta energia de hidrdlisis.

 En el altimo paso, el fosfato se transfiere de la Histidina al GDP para formar GTP.

mlvm/maov/6



Ciclo del Acido Citrico

0. 0
‘(lz—o' GDP+Pi  GTP c-0"

CH, N

CH, N Y CH,
C—S—CohA § ,,C—D'
0" CoA-SH a
SUCCinil-CoA succingto

El AG” de la reaccion es casi cero porque se hidroliza un enlace de alta energia, pero a cambio se
sintetiza otro, por lo tanto la reaccion es reversible., pero en las condiciones intracelulares s6lo
procede hacia Succinato, porque las reacciones anteriores son irreversibles El fosfato que ha sido
activado a GTP, se mantiene en equilibrio con todos los nucledtidos a través de la enzima Nu-
cledtido Difosfato Cinasa.

La enzima no tiene ningun otro mecanismo de regulacion importante, pero es inhibida por
NH,OH (acttia formando el acido hidroxiaminico derivado del sustrato Succinil-CoA).

Esta es la ultima reaccion en la que hay diferencias entre el metabolismo de los carbonos de Ace-
til-CoA y Oxalacetato.

Succinato Deshidrogenasa (EC 1.3.99.1)

Esta Oxido-reductasa cataliza la oxidacion del Succinato mediante la eliminacion estereoespe-
cifica de dos 4tomos de Hidrogeno, en forma de hidruro H' y protén H', para formar el enlace
trans del fumarato. La enzima es un complejo formado por cuatro subunidades, con FAD y un
Hemo tipo b como grupos prostéticos, ademas de tres nicleos con Hierro y Azufre.

0. 0
‘c—-0" FAD FADH, 1 -
| H.__ .C-0
GH; i
CH2 - .-‘C'h-\.
¢—o0" o-¢ H
o’ 0
succinato fumarato

La oxidacion de Succinato reduce el FAD a FADH,.

El FADH; se oxida transfiriendo los electrones, a través de los complejos de hie- A\

rro y azufre, hasta la Coenzima Q componente de la cadena respiratoria. C—0
/

La Succinato Deshidrogenasa es inhibida por el Malonato, con estructura seme- HZC\ -

jante al Succinato, pero que Unicamente tiene un metenilo (-CH,-) y no se puede /,C_O

oxidar por deshidrogenacion. También la inhibe el Oxalacetato, que tampoco se O

puede deshidrogenar. Malonato
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La Succinato Deshidrogenasa esté incluida en la membrana interna de la mitocondria, formando
parte del Complejo II de la Cadena Respiratoria. El resto de las enzimas del ciclo de Krebs,
estan libres en la matriz mitocondrial.

Fumarasa (EC 4.2.1.2)

Esta enzima pertenece al grupo de las Liasas y cataliza la hidratacion esteroespecifica del Fuma-
rato para formar el /-Malato. No requiere cofactores y tiene una isoenzima que se encuentra en el
citoplasma.
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furmarato imalato
El mecanismo consiste en la adicion anti de los equivalen- o) O, _
tes de una molécula de agua, para generar /-Malato a partir \ - cC—0

del Fumarato (trans) y d-Malato a partir del Maleato (cis). HJ C/C_O

. . . . HC—OH
La forma activa de la enzima es un homotetramero. El sitio I I
activo estd formado con restos de 3 unidades, e incluye H/C\C— o H(I:_OH
ambos extremos de las cadenas. I c—0"
O O”
La enzima no presente una regulacion importante pero es Maleato R.S-meso-Tartrato

inhibida competitivamente por meso-Tartrato y tiene un
AG? casi igual a cero.

Malato Deshidrogenasa (EC 1.1.1.37)

Es la ultima enzima del ciclo y cataliza la oxidacion del grupo -OH del Malato al ceto (u oxo) del
Oxalacetato, mediante la transferencia de un hidruro (2¢' + H") al NAD". La enzima es especifica
del /-Malato. La interaccion entre el sustrato negativo, y restos de Arginina del sitio activo, pro-
mueve el cambio a la conformacion activa de la enzima.

D \ - D . -
\ilz—D NADF NADH i|3—D
HO—-CH =
| \__/ 0=¢
¢H G
,/C—D' ,/C—D'
8]
Lmalato oxalacetato

La reaccion tiene AG” positivo, sin embargo, el cambio no estandar es casi cero porque la con-
centracion del Oxalacetato se mantiene baja, debido a que se consume en la reaccion de la Citrato
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Sintasa que tiene un AG muy negativo. El Oxalacetato también se consume para la sintesis de
Glucosa en la Gluconeogénesis, y por ello con frecuencia es el reactivo limitante del ciclo de
Krebs.

Esta enzima no es un punto de regulacion importante y es inhibida competitivamente por o.-
Fluoroxalacetato y el Fluoromalato.

Hay una isoenzima Malato Deshidrogenasa citopldsmica, que participa en el intercambio de
equivalentes reductores entre citoplasma y mitocondria y en la salida de la Acetil-CoA de mito-
condria.

Mediante la secuencia de reacciones descrita, se oxidan dos dtomos de carbono, que se conside-
ran equivalentes a los de la Acetil-CoA. Sin embargo, como se muestra en las reacciones indivi-
duales, los 4&tomos del grupo Acetilo que entran al ciclo no se oxidan y permanecen en ¢él, al me-
nos después de la primera vuelta. Los atomos que se oxidan y se eliminan como CO,, son los dos
grupos carboxilo del Oxalacetato. La estequiometria global del ciclo es la siguiente:

Acetil—CoA+3NADY + FAD + GDP+ P. + 2H,O — 2CO., + 3NADH + H' + FADH ., + GTP + CoA— SH
I 2 2 2

Considerando la cantidad estandar de ATP, producida por cada coenzima reducida, que se oxida
en la Cadena Respiratoria, la oxidacion de un Acetil-CoA en Ciclo del Acido Citrico, y la oxida-
cion de las coenzimas reducidas en la Cadena Respiratoria equivale a 12 moléculas de ATP, 11
por fosforilacion oxidativa (9 de 3 NADH y 2 de 1 FADH;) mas una por fosforilacion a nivel de
sustrato (GTP).

Otras Funciones Catabélicas del Ciclo del Acido Citrico

Ademas de la oxidacion de Acetil-CoA del catabolismo de Glucidos y Lipidos, el ciclo también
oxida esqueletos de carbono provenientes del catabolismo de Aminodcidos y de la degradacion
de las bases Pirimidicas de los 4cidos nucleicos.

Los esqueletos de carbono de los aminoacidos se incorporan al ciclo del acido citrico en forma de
varios intermediarios.

e a-Cetoglutarato. Asi se incorporan Glutamato, Glutamina, Arginina, Prolina e Histidina.

e Succinil-CoA. Es la entrada del carbono de Valina, Metionina, Treonina y parte de Iso-
leucina, Fenilalanina y Tirosina. También es el punto de entrada de los carbonos del es-
queleto de Timina.

e Fumarato. Una parte del esqueleto de Fenilalanina y Tirosina entran al ciclo en este punto.

e Oxalacetato. Esta es la forma de incorporacion del Aspartato y la Aspargina.

e Piruvato. Los aminoacidos Alanina, Glicina, Serina, Cisteina y Triptofano producen Piru-
vato puede entrar al ciclo.

e Acetoacetil-CoA o Acetil-CoA. Lisina y Leucina, junto con algunos carbonos provenien-
tes de la degradacion de Isoleucina, Fenilalanina, Tirosina y Triptofano entran asi al ciclo,
lo mismo que los carbonos de Uracilo y Citosina.
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Funciones Anaboélicas del Ciclo del Acido Citrico.

Ademas de participacion en el catabolismo, el Ciclo de Krebs también participa en el anabolismo
ya que varios de sus intermediarios sirven como precursores para la sintesis de todo tipo de molé-
culas.

El Citrato, cuando se acumula en la mitocondria, sale al citoplasma donde se rompe liberando
Acetil-CoA para la sintesis de Acido Grasos. También en el citoplasma actua como modulador de
la Glicolisis.

El a-Cetoglutarato es precursor para la sintesis de Glutamato y Glutamina.

La Succinil-CoA es la materia prima para la sintesis del grupo Hemo de las hemoproteinas.

El Oxalacetato es precursor para la sintesis de Glucosa en el citoplasma y también para la sintesis

de Aspartato y Asparagina, Por esta razon con frecuencia es el reactivo limitante del Ciclo del
Acido Citrico.
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