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Cadeia de transporte de elétrons

Fosforilacao oxidativa

Carla Bittar
Bioquimica e Metabolismo Animal
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Pequenas quantidades de ATP
produzidas diretamente

Producao indireta pela
oxidacao de coenzimas
reduzidas



Some Important Reactions Catalyzed by NAD(P)H-Linked Dehydrogenases

Reaction*

Location’

NAD-linked

o-Ketoglutarate + CoA + NAD™ — succinyl-CoA + CO, + NADH + H*
.-Malate + NAD™ —— oxaloacetate + NADH + H~*

Pyruvate + CoA + NAD" —= acetyl-CoA + CO, + NADH + H”

Glyceraldehyde 3-phosphate + P, + NAD" —= 1,3-bisphosphoglycerate + NADH + H*

Lactate + NAD™ —— pyruvate + NADH + H*
3-Hydroxyacyl-CoA + NAD" —= B-ketoacyl-CoA + NADH + H™

NADP-linked
Glucose 6-phosphate + NADP* —= 6-phosphogluconate + NADPH + H"

NAD- or NADP-linked
L-Glutamate + H,0 + NAD(P)" —= a-ketoglutarate + NH% + NAD(P)H
Isocitrate + NAD(P)™ —— a-ketoglutarate + CO, + NAD(P)H + H”

“These reactions and their enzymes are discussed in Chapters 15 through 18.
‘M designates mitochondria; C, cytosol.
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Reacoes de oxido-reducao

doador de elétrons > aceptor de elétrons
(redutor) (oxidante)

Tendéncia do doador perder elétrons: Potencial-padrdo de reducdo

(E®)

Padrao: Forga eletromotora gerada por célula referéncia padrao de
Hidrogénio sob condi¢des controladas

2H* +2e o H, E°'= -0,42V

Quanto maior o potencial-padrao de reducdo, maior a afinidade da
forma oxidada do par redox em aceitar elétrons e se tornar reduzida



Tabela 8.1 - Potenciais—padrao de reducdo (E°') de algumas reacses
parciais bioquimicas.

Par redox E° (V)
Succinato + CO, + 2e 8 o-cetoglutarato —0,67
2H' + 2¢” SH, —0.42
a-Cetoglutarato + CO, + H' +2¢ 5 isocitrato —0.38
Acetoacetato + 2H' 2¢” 5 F-hidroxibutirato =35
NADT +2H +2¢ S NADH + H™ —0.32
Lipoato + 2H™ + 2¢~ 5 diidrolipoato —0.,29
Acetaldeido + 2H + 2¢” 5 etanol —0.20
Piruvato + 2H™ + 2¢~ 5 lactato —0.19
Oxaloacetato + 2H™ + 2¢_ 5 malato 1Y
Coenzima Q (oxid) + 2HT + 2¢” 5 coenzima Q (red) 0.10
Citocromo b (Fe3+) +e 5 citocromo b (Fe2+) 0.12
Citocromo ¢ (Pe3+) + e 5 citocromo ¢ (Pe2+) 0.22
Citocromo a (Fe3+) + e 5 citocromo a (Pe2+) 0.29
Citocromo a; (Fe3+) +e 5 citocromo aj; (Fe2+) 0.39

1, 05 + 2H' +2¢ 5 H,0 5e




Cadeia mitocondrial transportadora de
elétrons (cadeia respiratoria)

» Transferéncia de elétrons de NADH e FADH, para O,
» Sequiéncia de reacdes de oxido-reducao

» Complexos multienzimaticos
» Potencial-padrao de reducao crescente
» Grupos prosteticos capazes de aceitar ou doar elétrons



Tabela 11.1 Potenciais de reducio padrao (E°’) dos componentes
da cadeia de transporte de elétrons

Par oxidado/reduzido E°’ (volts)
NAD*/NADH -0,32
Complexo I
FMN/FMNH, -0,30
Centros Fe-S ox/red! =383 —0.727
Fumarato/Succinato +0,03
Complexo I
FAD/FADH, -0,04
Centros Fe-S ox/red —0,03 a +0,06
Citocromo b ox/red -0,08
CoQ/CoQH, +0,05
Complexo III
Citocromo bs ox/red? —0,03
Citocromo by, ox/red +0,03
Centros Fe-S ox/red +0,28
Citocromo ¢, ox/red +0,22
Citocromo ¢ ox/red +0,24
Complexo IV
Citocromo a ox/red +0,29
Cu*y/Cult +0,34
Citocromo a, 0x/red +0,55
0,/H,©O +0,82

'As formas oxidada e reduzida dos centros Fe-S e citocromos contém Fe*? e Fe*?, res-
pectivamente.

?Os citocromos bsg e bsg, também sdo chamados de b, e by, devido ao valor baixo (Low)
e alto (High), respectivamente, de seus potenciais de reducéo.



Grupos prosteticos

» FMN: Flavina mononucleotideo
- Complexo |
- Capaz de receber 2 prétons e 2 elétrons
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Fig. 11.2 Estruturas da flavina mononucleotidio. A forma oxidada (FMN) reage com um proton e um elétron, convertendo-se na
forma semiquinona (FMNH?"); a incorporacdo de mais um proton e um elétron resulta na forma totalmente reduzida (FMNH,).



Grupos prostéeticos

» Centro Fe-S:
- Complexos I, Il e lll
- Diversas configuracdes: Fe-S, Fe,-S,, Fe,-S,
- Ligados a cadeia por residuos de cisteina
- Nao recebem protons, so transportam elétrons




Grupos prosteticos

» Ubiquinona ou Coenzima Q

- Familia das quinonas com varias cadeias isoprénicas
na cadeia lateral

- E hidrofébica: mobilidade na membrana
- Recebe 2 protons e 2 elétrons

0 . o 5 OH
H+8 H +¢&
CH,O CH, | CH,0 CH, l CH,0 CH,
<|3H3 — ~—

CH,0 (CH;—CH=C—CH,), H CH,0 R CH,0 R

(o) OH OH
Ubiquinona Semi-ubiquinona Ubiquinol

Q) (QH") (QH,)

Fig. 11.4 Formas da coenzima Q. A forma oxidada, ubiquinona (Q), origina a semi-ubiquinona (QH") ao receber um proton e um
elétron; a reacdo com mais um proton e um elétron produz a forma reduzida, ubiquinol (QH,).



Grupos prostéticos

» Citocromo: grupo heme
- Classificacao: a, b, c conforme o espectro de absorcao
- Sequéncia de aminoacidos caracteristica

- Citocromo ¢ ndo é proteina integrada: periférica na face
interna da membrana

- recebe elétrons do complexo lll e doa para IV

X i &
Citocromosaea;: —C ;Hyg — CH=CH, —COH
Citocromo b : — CH=CH, — CH=CH, — CH,4
Citocromos ¢, e ¢ —C|2H—CH3 —?H—CHJ —CHs
S S

|
| Proteina :

Fig. 11.5 Estrutura dos grupos prostéticos dos citocromos. Os citocromos dos tipos g, b e c apresentam o grupo heme caracterizado
pelos substituintes X, Y, Z indicados na figura. Nos citocromos do tipo ¢, o grupo heme estabelece ligactes tioéter com residuos de
cisteina da cadeia polipeptidica; nos outros dois tipos, a ligacdo € ndo-covalente.
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Tabela 8.2 — Caracteristicas dos componentes proteicos da cadeia
mitocondrial transportadora de eletrons

Complexo enzimatico Grupo prostético
. . - AT < sk

I (NADH—coenzima Q oxidorredutase) FMN. FeS

IT (Succinato—coenzima Q oxidorredutase) FAD. FeS

IIT (Coenzima Q—citocromo ¢ oxidorredutase) Citocromo b
Citocromo c;
I FeS;**

IV (Citocromo ¢ oxidase) Citocromo a

Citocromo a;

Cug. Cup

*FeS = grupo ferro—enxofre.

**FeSp = centro de Rieske



Complexo | :
NADH coenzima Q oxidante

» NADH + H* + FMN >NAD* + FMNH,

» FMNH,, transfere elétrons para centro Fe-S

» Movimentacao de protons resultante de disposicao
alternada de transportadores de protons e eléetrons

ESPACO
INTERMEMBRANA S
Fe*~S Fe’-S D)
QH,
MATRIZ >—< I

2H




Complexo Il : succinato desidrogenase
succinato—-ubiquinona oxido-redutase

» Acopla oxidacdo de succinato em fumarato com
reducao de ubiquinona na membrana interna

ESPAGO
INTERMEMBRANAS

II

- i

Fe’~S Fe’-S

)

MATRIZ

2H'
FAD FADH,

oH* ><

Succinato Fumarato



Coenzima Q -
ponto de convergéncia

» Glicerol 3-fosfato: metabolismo de TG

» Acil-coA: primeira reacao de oxidacao de AG
- Acdo de flavoproteina transferidora de elétrons (ETF)

Glicerol 3-fosfato
1

24
glicerol 3-fosfato €
ESPACO desidrogenase
INTERMEMBRANAS ~
e

—__--__--_e_-__—'—""—‘-—’ .__?'1 Q
<5, e
el
| e ] S
MATRIZ I I - 11
e i |
| é ETF - CoQ ‘
NADH I 6xido-redutase e — ETF «{¢” = acil-CoA <«{¢”—Acil-CoA
Succinato (Fe-S / FAD) (FAD) desidrogenase

(FAD)

Fig. 11.8 A coenzima Q é o ponto de convergéncia dos elétrons provenientes do NADH (via Complexo ), do succinato (via Com-
plexo II), do glicerol 3-fosfato e de acil-CoA. ETF: flavoproteina transferidora de elétrons.



Complexo lll: ubiquinona citocromo ¢

oxido-redutase

» Transfere elétrons da ubiquinona para o citocromo
C, com movimentacao de protons
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Complexo IV: citocromo c oxidase

» Dimero
- Cada monomero com 13 subunidades

- 2 grupos heme: ae a3
- 3 ions de cobre (Cu*?,Cu*'): Cu,/ Cu,, Cug

» Catalisa reducao de O,, que aH'
recebe 4 elétrons e se liga a 1

protons da matriz ESPACO £\
INTERMEMBRANAS | C |
convertendo-se em 2 H,0 \j‘i@lm

» Oxidacao concomitante de
citocromo ¢

MATRIZ




Fosforilacao oxidativa

» Tranferéncias de elétrons: reacoes favoraveis
exergonica

» Fosforilacao de ADP: utilizacao de energia liberada
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Hipoteses de bombeamento

» Acoplamento direto

- Transportadores de elétrons envolvidos diretamente

- Quando transportador é reduzido, ocorre captacao de
protons os quais sao liberados na matriz quando o elétron
é transportado para complexo seguinte

- Bomba de protons e centro de 6xido-reducdao sdao uma unica
estrutura

(?) Complexo IV tem somente transportador de elétrons...



Hipoteses de bombeamento

» Acoplamento indireto
- Estruturas distintas e distantes nos complexos

- Bombeamento ocorre devido a alteracoes
conformacionais de acordo com estado reduzido ou
oxidado

- Reducao de pK, de grupos ionizaveis de aminoacidos,
cadeias ficam expostas a face interna e se ligam a protons

- Normalizacdo de pK, com o transporte de elétrons e
liberacao de protons na face externa



» Cada NADH (transporte de 2 elétrons)
- 2,5 (3)ATP
- Elétrons passam por trés complexos
- Eficiéncia da fosforilacao
- Numero de ATP formado e O, consumido
- P/O (phosphate/oxigen)
» Succinato (FADH2): complexo | nao participa: 1,5 (2)
ATP

Intermembrane
space

NADH + HY NAD?

5 : 5 :
umarate 5 0g + 2 ;
Suecina fis:
+ By T i
¢ g 0 /L ;
) 5
z ¥ =T L] J
Matrix . L7 F, b ()
ik o ¢

" ]
Chemical ATP Electrical & :
potential synthesis potential =
ApH W driven by A
{inside proton-motive | (inside
alkaline) force negative}




ATP sintase

Transporte de elétrons

g
uitra som | \ .; tripsina . : _‘

\ ! ! ‘ ‘, . ".‘ . ._6 # :

> %
1i Membrana interna
Membrana externa Vesicula invertida
(@) (b) ()
Transporte de eletrons e Fosforilagao oxidativa
fosforilagao oxidativa (atividade catalitica)

Por¢do periférica F,: fator de acoplamento
Porcao integrada F | : inclui por¢ao que se liga a oligomicina



ATP sintase - E. coli

» Formada por subunidades
» F,
- 3 x e 3 B:alternadas

- y esta associada a €
- x e B associados a ©

} FO CITOPLASMA

- a,b2ec(10)

ESPACO
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Conversao de energia quimica em
energia mecanica

» Reacao em 3 etapas

» 3 sitios cataliticos podem apresentar 3
conformacoes diferentes

- Cada um dos sitios assume sequencialmente uma
conformacao

- Etapas diferentes ocorrendo em cada um dos sitios
- Ligacao dos substratos
- Formacao da ligacao
- Liberacao do ATP sintetizado



CITOPLASMA

ESPACO
PERIPLASMATICO







Controle respiratorio

» Coordenacao da velocidade de transporte de
elétrons e sintese de ATP
» Processos intimamente relacionados:

- SO ha oxidacao de NADH e FADH, se houver sintese de
ATP

» Controle: consumo de oxigénio

- Adicao de ADP: conversao em ATP
- ADP estimula ATP sintase

- Reducao de gradiente eletroquimico devido a passagem de
H* pela enzima

- Estimulo as bombas de protons na cadeia de transporte



Inibidores

Inibidores da cadeia de transporte de elétrons

Barbituratos (hipnoticos) I
Rotenona (inseticida) I
Malonato (inibidor da succinato desidrogenase) |
Antimicina A (atb) [l
Cianeto (CN-), mondxido de carbono (CO), azida (N3-) IV

Inibidores: paralisam transferéncia de elétrons e vias que
dependem de coenzimas oxidadas

Sem transporte de elétrons nao se tem gradiente
eletroquimico



Desacopladores

» Desacoplam o transporte de elétrons da sintese
de ATP

- Sintese € paralizada, mas transporte pode prosseqguir

- Substancia lipofilicas como dinitrofenol (DNP) atravessa
membrana, se associa a protons e os libera na matriz:

nao permite formacao de gradiente: energia dissipada
como calor

o s OH OH . o
N02 | Q/NO? NO, NO,
—

NO, NO, NO, NO,
ESPAGO MATRIZ
INTERMEMBRANAS



Desacopladores fisiologicos

» Tecido adiposo marrom
- ATP sintase
- Termogenina ou proteina desacopladora 1 (UCPT)
» Gradiente de H* nao se estabelece eficientemente
- Grande parte da energia dissipada como calor

- Animais de clima frio

- Recém-nascidos
» Regride com a idade e UCP1 nao é encontrada
em adultos

- UCP2 (geral), UCP3 (coracao e musculos), UCP4 e UCP5
(cérebro)
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Fosforilacao no nivel do substrato

» Reacoes da glicolise e ciclo de Krebs sempre
precedidas de 6xido-reducao

2P,
oxidation and | o |1 ZNAD
phosphorylation =
> 20NADHY + H'

1,3-Bisphosphoglyveerate (2)
firat ATE- s ZADP

Acetyl-CoA

Oxaloacetate

Isncitrate

MNADH +—.

forming reaction .f',i.'\. | -

haubstrate-level ' [~y o [

Mehorylation) 24T
- Malate

-Phosphoglycerate (2 a-Ketoglutarate
-_/ GG‘E .'..___ S—
Fi "\.I T \-\.___
! Fulhrate + NADH
2-Phosphoglycerate (2)

Succinyl-CoA

F
éﬂ' )

~» 2H,0

Phosphoenolpyruvate (2)

secomd ATP- ' 2ADP
forming reaction ﬁl" |
{substrate-level "-_@ o 9 BT

= phorylation)

Independente do transporte de elétrons: ndo ¢
afetada por desacopladores

Pyruvate (2)



Oxidacao de NADH citossolico

» Membrana interna mitocondrial € impermeavel a
NAD e NADH

» Oxidacao indireta através de sistema de /ancadeiras
- Composto citossolico capaz de atravessar a membrana

- Elétrons doados a composto que pode reduzir componente
da membrana interna



Lancadeira do malato-aspartato

» NADH citossolico reduz OAA a malato

» Malato atravessa membrana e se converte a OAA,
com producao de NADH

Oxaloacetato Oxaloacetato
(|ZOO- (|IOO-

[NADH + H'| c=0 c=0 INADH + H'|
|—‘| | e s E | JE08 33
¥ ke

COO™ coo™
(|:OO (|:OO
NAD" H—(|:—0H H—('|J—OH NAD"
1 s
coo~ coo~
Malato Malato
ESPACO INTERMEMBRANAS MATRIZ

Fig. 11.16 Esquema simplificado da lancadeira do malato-aspartato. O transporte de malato para a matriz mitocondrial (seta azul)
e a regeneracdo de oxaloacetato no citossol (seta vermelha tracejada) estdo representados na Fig. 11.17.



Lancadeira do malato-aspartato

NADH + H' Oxaloacetato

NAD 1 /k

a-Cetoglutarato Glutamato V Aspartato
e

ESPACO Malato

1 |
g7

MITOCONDRIA

_ —— =
Malato 2 a-Cetoglutarato Glutamato ;\ Aspartato

+K \?
NAD
NADH + H' | »

» Oxaloacetato

Fig. 11.17 Lancadeira do malato-aspartato. As enzimas e translocases (Secao 11.10) que participam da lancadeira sdo: (1) malato
desidrogenase citossolica; (2) dicarboxilato translocase; (3) malato desidrogenase mitocondrial; (4) aspartato aminotransferase mi-
tocondrial; (5) aspartato-glutamato translocase e (6) aspartato aminotransferase citossolica.

» Lancadeira é reversivel: direcao depende dos
niveis de NADH citossolico e mitocondrial

» Celulas hepaticas, cardiacas e renais



Lancadeira do glicerol fosfato |¢

» NADH reduz diidroxiacetona P a glicerol 3P

» Glicerol 3 P difunde-se a face externa da
membrana onde se localiza G3P desidrogenase
(FAD como grupo prostético)

» Diidroxiacetona P é regenerada produzindo FADH,
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Cellular energy expenditure and the importance of uncoupling’

M.-E. Harper?, A. Antoniou, L. Bevilacqua, V. Bezaire, and S. Monemdjou

Department of Biochemistry, Microbiology and Immunology, Faculty of Medicine, and
Centre for Catalysis Research and Innovation, University of Ottawa, Ottawa, Canada K1H 8M5

ABSTRACT: Just as total body energy expenditure
in animals can be broken down into that which supports
resting energy metabolism, work, growth, and so on,
cellular energy expenditure can similarly be subclassi-
fied. The objective in this review is to examine the meta-
bolic origins of cellular energy expenditure, with an
emphasis on mitochondrial uncoupling. Mitochondrial
uncoupling refers to the dissociation of energy substrate
oxidation from the mitochondrial synthesis of ATP. Un-
coupling can occur during states of high energy expendi-
ture, as in brown adipose tissue (BAT), or during states
of metabolic rest, as in many other tissues. In BAT,
uncoupling protein 1 (UCP1) activity can cause very
high rates of energy expenditure for the purpose of
thermogenesis (heat production). While mitochondrial
uncoupling also occurs in other cells of the body, it
is of greatest importance to fractional rates of energy

expenditure during periods of relative metabolic rest.
The latter form of uncoupling is referred to as mitochon-
drial proton leak and is estimated to account for roughly
20 to 25% of the resting metabolic rate. Leak activity
is correlated with thyroid hormone status; scales
roughly in proportion with the well-known differences
in mass-specific basal metabolic rate in mammals of
different body size, and is related to differences in basal
metabolic rate between ectothermic and endothermic
animals. Proposed functions for mitochondrial uncou-
pling through proton leak include thermogenesis, en-
ergy balance, control of oxidative phosphorylation effi-
ciency, and protection from reactive oxygen species. The
mechanisms of mitochondrial proton leak are not well
understood; the recently identified uncoupling proteins
may play some role, but one or more of these proteins
may have other physiological functions, such as fatty
acid translocation.

Key Words: Energy Expenditure, Heat Production, Metabolism, Mitochondria, Proton Pump, Proteins
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