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Guia de estudos

Aula 17: Cadeia de transporte de elétrons e fosforilagdo oxidativa

Na pagina 19 do guia de estudos da aula 10 esta marcada uma leitura
sobre potencial de éxido-reducéo do livro de Bioquimica Basica, introdutéria para
a aula de hoje. No texto de hoje abaixo, ndo foque a atencdo nos detalhes
individuais do fluxo de elétrons dentro de cada complexo da cadeia respiratoria,
apesar de constarem na leitura basica pois fazem parte de um contexto maior. E
importante o entendimento deste contexto, ou seja, 0 mecanismo geral de
transferéncia de elétrons entre os complexos e a sua ordem, com concomitante
lancamento de protons unidirecional (matriz — espacgo intermembranas). O
mesmo vale com relacéo aos movimentos da ATP-sintase. E importante que se
entenda o mecanismo geral que permite a sintese de ATP através do potencial
eletroquimico, mas nao todos os exatos detalhes das suas mudancas
conformacionais.




11.1  Oxidacao de coenzimas e sintese de ATP inicio leitura basica |

Os processos de oxidagao de glicose, acidos graxos e aminoacidos levam a producdo de acetil-CoA que, no ciclo de
Krebs, é totalmente oxidada a CO,. O ciclo de Krebs constitui, portanto, o estagio final e maximo de oxidacdo dos atomos
de carbono que compdem carboidratos, lipidios e proteinas. A oxidagdo destes compostos é acompanhada da reducgio de
grande quantidade das coenzimas NAD" e FAD.

Para exemplificar, estd apresentado a seguir o cOmputo do nimero de mols destas coenzimas que sdo reduzidas na
oxidacao total de um mol de glicose:

Etapa/Reacao Mols de NADH Mols de FADH,
Glicdlise
Gliceraldeido 3-fosfato — 1,3-Bisfosfoglicerato 2 —
Piruvato — Acetil-CoA 2 —
Ciclo de Krebs
Isocitrato — a-Cetoglutarato 2 —
a-Cetoglutarato — Succinil-CoA 2 —
Succinato — Fumarato = 2
Malato — Oxaloacetato 2 —
Total 10 2

Concomitantemente, hd producdo de 4 mols de ATP: 2 mols de saldo da glicélise e 2 mols produzidos no ciclo de
Krebs (como ATP ou GTP). Do ponto de vista energético, verifica-se que, da energia total disponivel na molécula de
glicose, uma fragcdo muito pequena leva a producdo de ATP; a maior parte € conservada nas coenzimas reduzidas. Este
fenomeno repete-se na oxidacdo de lipidios e aminoacidos: ao longo das reagdes de sua degradagdo, pouco ATP é
sintetizado e muitas coenzimas sdo reduzidas.

As coenzimas reduzidas devem ser reoxidadas por duas razdes. Primeiramente, para que, voltando a forma oxidada,
possam participar outra vez das vias de degradacdo dos nutrientes. Em segundo lugar, ¢ a partir da oxidacdo destas
coenzimas que a energia nelas conservada pode ser empregada pelas células para sintetizar ATP.

As células aerobias produzem a maior parte do seu ATP por oxidagdo das coenzimas pelo oxigénio (a chamada
“respirag@o celular”), efetuada por uma cadeia de transporte de elétrons, também denominada de cadeia respiratoria, a
qual esta intimamente associada a sintese de ATP. Esta sintese consiste na fosforilagdo do ADP (ADP + P; — ATP) e, por
utilizar a energia derivada da oxidagdo das coenzimas, ¢ denominada fosforilacdo oxidativa.

A oxidacao de coenzimas libera grande quantidade de energia

Nos organismos aerdébios a oxidag¢do das coenzimas ¢ feita por transferéncia de seus elétrons para o oxigénio;
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recebendo elétrons, o oxigénio liga-se a protons do meio, formando agua. Este processo libera grande quantidade de
energia, em virtude da diferenca entre os potenciais de reducao da coenzima reduzida e do oxigénio, como sera visto pelo
calculo a seguir. O potencial de redu¢do de NAD*/NADH ¢é igual a— 0,32 V e o potencial de O,/H,0, é +0,82 V. Usando a

expressao

pode-se calcular o valor de AG* para a transferéncia de 2 elétrons do NADH para o oxigénio:

AG*'=—2x96,5%1[0,82 — (- 0,32)]
AG®" =—=220kJ - mol™

O valor encontrado é bastante alto quando comparado ao valor de AG” da sintese de ATP, 31 kJ - mol™". Em outras
palavras, do ponto de vista meramente quantitativo, a energia liberada na oxidagdo de um mol de NADH permite a
producdo de cerca de sete mols de ATP, em condi¢des padrio. A questdo fundamental, entretanto, é: como utilizar esta
energia para sintetizar ATP? Se a transferéncia de elétrons das coenzimas reduzidas fosse feita diretamente para o oxigénio,
toda a energia do processo seria liberada como calor, inutilizavel pelas células para promover 0os processos que requerem
energia.

A estratégia adotada pelas células consiste em:

1. transferir os elétrons das coenzimas para o oxigénio, ndo diretamente, mas em etapas;
2. transformar a energia contida nas coenzimas reduzidas em um gradiente de protons que ¢é utilizado para sintetizar
ATP.

A formagdo do gradiente de protons é acoplada as passagens intermediarias dos elétrons por varios compostos, que
constituem uma cadeia de transporte de elétrons. Para cumprir esta funcdo, os compostos que formam a cadeia sdo
organizados em membranas, de acordo com seus potenciais de reducdo: os elétrons partem da coenzima reduzida, que tem
potencial de reducdo menor que os componentes da cadeia, e percorrem uma sequéncia de transportadores com potenciais
de redugdo crescentes, até atingirem o oxigénio, que tem o maior potencial de redugdo. As transferéncias de elétrons entre
estes compostos sdo sempre acompanhadas de queda de energia livre (ver equagdo anterior).

O transporte de elétrons ¢é facilitado pelo fato de tais compostos estarem organizados em membranas, com posi¢des
definidas, de modo a situar cada componente entre aquele que lhe fornecera elétrons e aquele ao qual seus elétrons serdo
doados. Ao mesmo tempo em que as passagens de elétrons se processam, forma-se um gradiente de protons, ou seja,
estabelece-se uma concentragdo de protons diferente de cada lado da membrana onde ocorre o transporte de elétrons — os
componentes da cadeia de transporte de elétrons atuam como bombas de protons. E o aproveitamento da energia
potencial contida no gradiente de protons que torna possivel a sintese de ATP.

11.2  (adeia de transporte de elétrons mitocondrial

A maioria dos transportadores de elétrons estao agrupados em 4 complexos enzimaticos

A oxidagdo das coenzimas reduzidas processa-se na membrana interna da mitocondria, da qual fazem parte os
componentes da cadeia de transporte de elétrons. A maior parte destes componentes se organiza em quatro complexos
enzimaticos, designados I, II, III e IV, que atravessam a membrana interna. Cada complexo enzimatico é constituido por
diversas subunidades proteicas associadas a grupos prostéticos diferentes, como FMN, FAD, centros ferro-enxofre e grupos
heme, ou a ions de cobre. Sem fazer parte de complexos, aparecem ainda dois componentes moveis da cadeia de transporte
de elétrons: a coenzima Q (CoQ), que conecta os Complexos I e Il ao Complexo III, e o citocromo ¢, que conecta o
Complexo III ao Complexo IV. Estes componentes organizam-se em ordem crescente de potenciais de reducdo (Tabela
11.1).

A disposicao dos transportadores de elétrons na membrana interna da mitocondria estd esquematizada na Figura 11.1.
Dois elétrons do NADH séo transferidos para o Complexo I, do Complexo I para CoQ, depois para o Complexo III,
citocromo ¢, Complexo IV e finalmente para o oxigénio. Elétrons presentes no succinato ¢ em outros substratos tém uma
entrada especial na cadeia de transporte de elétrons: sdo transferidos ao Complexo Il e em seguida para CoQ; desta etapa
em diante, seguem o caminho comum: Complexo III, citocromo ¢, Complexo IV e oxigénio.

Tabela 11.1 Potenciais de reducao padrao (E°9) dos componentes da cadeia de transporte de elétrons.




Par oxidado/reduzido

E°9 (volts)

NAD*/NADH -032
Complexo | FMN/FMNH, -0,30
Centros Fe-S ox/red’ -0,38a-0,27
Fumarato/Succinato +0,03
Complexo ll FAD/FADH, -0,04
Centros Fe-S ox/red -0,03210,06
Citocromo b ox/red -0,08
(0Q/CoQH, + 0,05
Complexo Il Heme b 5;0x/red” -0,03
Heme b 55,0x/red +0,03
Centros Fe-S ox/red +0,28
Citocromo ¢ ;0x/red +0,22
Citocromoc ox/red +0,24
Complexo IV Citocromo a ox/red +0,29
Qu?/Cu'™ +0,34
Citocromo a ;0x/red +0,55
0,/H,0 +0,82

!As formas oxidada e reduzida dos centros Fe-S e citocromos contém Fe™ e Fe'2, respectivamente.
0 citocromo b contém dois grupos heme, b s¢ € bsgp, também chamados de by e by, devido ao valor baixo (Low) e alto (High),
respectivamente, de seus potenciais de reducao.

As transferéncias sdo possiveis porque todos os compostos presentes nos complexos, mais a CoQ e o citocromo c,
podem apresentar-se nos estados reduzido e oxidado — ao receberem um elétron do componente anterior da cadeia,
reduzem-se; transferindo o elétron para o componente seguinte, oxidam-se e estdo aptos a receber elétrons novamente.

A seguir sera apresentada a natureza quimica dos grupos prostéticos e, mais adiante, a sua organiza¢ao nos complexos |
a IV. A estrutura tridimensional com grau de resolucao atdmica dos Complexos I, I, Ill e IV ja foi descrita.

0s grupos prostéticos dos complexos atuam como centros de oxidacao-reducao

As reagOes de oxidagdo-reducdo sdo efetivamente cumpridas pelos grupos prostéticos dos complexos enzimaticos e
pelos transportadores moveis que constituem a cadeia respiratoria.
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Figura 11.1 Disposi¢ao dos Complexos I, II, III e IV, transportadores de elétrons, na membrana interna da mitocondria. As setas
indicam a trajetoria dos elétrons provenientes do NADH ou do succinato até o oxigénio. C = citocromo c; Q = coenzima Q.



A flavina mononucleotidio (FMN), um grupo prostético do Complexo I, € um derivado da vitamina riboflavina, com
estrutura semelhante & do FAD (Secdo 9.1), e, como este, capaz de receber 2 protons e 2 elétrons, passando a forma
totalmente reduzida, FMNH,. A redugdo de FMN ocorre em duas etapas (Figura 11.2): ao receber 1 proton e 1 elétron,
converte-se em uma semiquinona, um radical livre (Se¢do 11.2.1), que, ao reagir com mais 1 proton e 1 elétron, origina
FMNH,. As proteinas que contém uma coenzima derivada da riboflavina (FAD ou FMN) sdo designadas flavoproteinas.
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Figura 11.2 Estruturas da flavina mononucleotidio. A forma oxidada (FMN) reage com um proéton e um elétron, convertendo-se na
forma semiquinona (FMNH"); a incorpora¢do de mais um proton e um elétron resulta na forma totalmente reduzida (FMNH,).

Os centros ferro-enxofre (centros Fe-S), cofatores dos Complexos I, IT e I, sdo formados de ions de ferro e de enxofte,
podendo apresentar diversas configuragdes: Fe-S, Fe,-S,, Fe,-S, etc. Estdo associados a cadeia polipeptidica por ligacdo
covalente a residuos de cisteina (Figura 11.3). As proteinas que contém centros desta natureza sdo chamadas proteinas
ferro-enxofre (ou proteinas com ferro ndo hémico, para indicar que o ion de ferro ndo faz parte de um grupo heme). Os
centros Fe-S ndo recebem protons; sdo transportadores de elétrons unicamente, recebidos e doados pelo ion de ferro, que se
alterna entre os estados de oxidagdo Fe*" e Fe?".

A ubiquinona ou coenzima Q (CoQ ou Q) representa uma familia de quinonas que diferem pelo nimero de unidades
isoprénicas presentes em sua cadeia lateral. A forma mais comum encontrada nos mamiferos apresenta 10 dessas unidades.
As caracteristicas hidrofébicas da ubiquinona permitem sua mobilidade na fase lipidica da membrana, ao contrario dos
outros componentes da cadeia de transporte de elétrons, que tém posi¢des relativamente fixas na membrana mitocondrial,
com excecao do citocromo c. A ubiquinona oxidada (Q) recebe 2 protons e 2 elétrons, originando a forma reduzida, o
ubiquinol (QH,). A reducdo, como no caso do FMN, ocorre via uma forma intermediaria, que ¢ um radical livre, a

semiubiquinona, QH" (Figura 11.4).

r

Figura 11.3 Estrutura de um centro ferro-enxofre do tipo Fe,-S,. Os atomos de ferro estdo ligados a atomos de enxofre ¢ a residuos
de cisteina da cadeia polipeptidica da proteina ferro-enxofre.



Figura 11.4 Formas da coenzima Q. A forma oxidada, ubiquinona (Q), origina a semiubiquinona (QH ") ao receber um proton e um
elétron; a reagcdo com mais um préton e um elétron produz a forma reduzida, ubiquinol (QH,).

Os citocromos sdo proteinas transportadoras de elétrons, que contém heme (Secdo 3.2) como grupo prostético. Em
células de eucariotos, proteinas deste tipo fazem parte da membrana interna da mitocondria, das membranas do reticulo
endoplasmatico e da membrana tilacoide dos cloroplastos; em bactérias, localizam-se na membrana plasmatica. Em todas
essas membranas ocorre transporte de elétrons. O ion de ferro presente no grupo heme ¢é responsavel pela capacidade de
transferéncia de elétrons destas proteinas.

Os citocromos sdo classificados em a, b e ¢, segundo o espectro de absorgdo que apresentam — os trés tipos estdo
representados na cadeia de transporte de elétrons. Os subtipos de citocromos sdo caracterizados por um indice que indica,
em nandmetros, o pico de absor¢cdo maxima; dois exemplos sdo o citocromo bss, € 0 citocromo bsg do Complexo II1. Os
citocromos diferem também quanto aos radicais substituintes do grupo heme e quanto a forma de ligacdo do heme a cadeia
polipeptidica. Esta ligagdo, nos tipos a e b, € ndo covalente e, no tipo ¢, ¢ covalente (tioéter), formada com residuos de
cisteina (Figura 11.5). Naturalmente, cada citocromo é constituido por uma cadeia polipeptidica com uma sequéncia de
aminoacidos que lhe ¢ propria.

X X Y
Citocromos ae ay: — Cy7Hog —CH=CH,
Citocromo b —CH=CH, —CH=CH, CH.
Citocromos ¢, ec: —CH-—CH,q —CH—CH, CH
% S S
[ Proteina

Figura 11.5 Estrutura dos grupos prostéticos dos citocromos. Os citocromos dos tipos a, b € ¢ apresentam o grupo heme
caracterizado pelos substituintes X, Y, Z indicados na figura. Nos citocromos do tipo ¢, o grupo heme estabelece ligagdes tioéter com
residuos de cisteina da cadeia polipeptidica; nos outros dois tipos, a ligacao ¢ ndo covalente.

O citocromo ¢, ao contrario dos outros citocromos, que sdo proteinas integradas (Secao 7.2), ¢ uma proteina periférica,
situada na face externa da membrana interna da mitocondria, com a qual estabelece ligagdes fracas. E uma proteina
relativamente pequena e seu tamanho e mobilidade permitem-lhe conectar o Complexo III, do qual recebe elétrons, ao
Complexo IV, ao qual doa elétrons.

Os grupos prostéticos do Complexo IV compreendem dois grupos heme, do tipo a e a;, além de trés ions de cobre, que

se alternam entre os estados de oxidagdio Cu*" e Cu'”.

0 Complexo | oxida o NADH, reduz a coenzima Q e atua como uma bomba de prétons

O Complexo I, também chamado NADH-ubiquinona oxirredutase (Figura 11.6), é a primeira enzima da cadeia de
transporte de elétrons de mitocondrias da maioria dos eucariotos. Ela catalisa a transferéncia de dois elétrons do NADH a
ubiquinona, acoplada a translocagdo de quatro protons através da membrana interna da mitocondria. Sua atuag@o responde
por cerca de 40% da forga proton-motriz gerada pela cadeia respiratoria mitocondrial.
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Figura 11.6 Transferéncias de elétrons no Complexo I. As setas vermelhas indicam o caminho que percorrem: sdo doados do
NADH ao FMN e, deste, a centros Fe-S (apenas um esta representado) para serem transferidos a coenzima Q. As setas verdes
indicam movimentagao de protons, retirados da matriz (setas finas) ou bombeados para o espago intermembranas (seta grossa).

E um dos maiores complexos de membrana conhecidos, com estrutura extremamente complexa, constando de 44
cadeias polipeptidicas em mitocondrias de mamiferos. Ao microscopio eletronico, apresenta forma de L — um brago fica
imerso na membrana (dominio hidrofébico) e o outro, periférico (dominio hidrofilico), projeta-se na matriz mitocondrial.
As cadeias polipeptidicas do dominio hidrofilico estdo associados os centros redox: uma molécula de FMN e oito centros
Fe-S, dispostos em uma longa sequéncia linear. O dominio transmembrana ndo contém centros redox e apresenta
subunidades com estrutura homodloga a de translocases antiportadoras de ions (Secdo 7.4.1), que funcionariam como
transportadoras de protons; outros elementos estruturais do dominio hidrofébico, incluindo uma hélice longa e flexivel,
estabelecem a conexdo mecanica dos canais de protons entre si ¢ com o dominio hidrofilico, do qual ficam distantes. O
sitio de ligagdo da ubiquinona encontra-se na interface entre os dois dominios.

A redugdo de FMN por elétrons doados por NADH constitui a primeira transferéncia de elétrons para a cadeia de
transporte de elétrons:

NADH ¢ produto de varias reagdes do metabolismo. Alguns exemplos sdo as rea¢des de oxidagao de:

— gliceraldeido 3-fosfato (glicdlise, Segao 9.1);

— piruvato (conversdo piruvato — acetil-CoA, Secao 9.2);

— isocitrato, a-cetoglutarato e malato (ciclo de Krebs, Secdo 10.1);
— B-hidroxiacil-CoA (ciclo de Lynen, Secao 16.2).

Todas estas reagdes sdo catalisadas por desidrogenases que utilizam NAD" como coenzima.

O resultado da primeira reagdo catalisada pelo Complexo I é a oxidacdo do NADH e a entrada dos elétrons na
membrana interna da mitocondria, de onde s6 sairdo para serem doados ao oxigénio, no final da cadeia. A redugdo de FMN
implica a retirada de um préton da matriz.

Continuando seu percurso, os elétrons do FMNH, sdo transferidos para os centros Fe-S e depois para a coenzima Q.
Novamente, sdo consumidos protons da matriz para converter CoQ em CoQH, (Figura 11.4).

Neste ponto, deve ser ressaltado um fendmeno essencial do transporte de elétrons, que ¢ a movimentagdo concomitante
de prétons, adicionais aqueles utilizados para a redug@o dos cofatores.



O Complexo I catalisa a primeira etapa da formagdo do gradiente de protons: a transferéncia (exergdnica) de elétrons
do NADH a ubiquinona ¢ acoplada a transloca¢do (endergdnica) de protons através da membrana interna da mitocondria
para o espago intermembranas. Admitindo-se que a estequiometria do processo seja de quatro protons bombeados por dois
elétrons transferidos (4H'/2¢"), a reagdo catalisada pelo Complexo I pode ser resumida em:

NADH + H" (matriz) +4 H" (matriz) + Q — NAD" +4 H" (espaco intermembranas) + QH,

O Complexo I atua como uma bomba de protons, movida pelas reagdes redox que ocorrem nos seus centros de
oxidag@o-reducdo. As hipdteses sobre como ocorre o acoplamento entre os dois processos estdo analisadas na Se¢do 11.3.

0 Complexo Il oxida o succinato, transferindo seus elétrons também para a coenzima Q

O Complexo II, também denominado succinato desidrogenase, ¢ uma enzima peculiar porque participa do ciclo de
Krebs (Secdo 10.1) e faz parte da cadeia respiratoria. Ela catalisa a oxidag¢do de succinato a fumarato, com redug¢ao de FAD
a FADH,. A oxidagdo do FADH, ocorre acoplada a redugdo da coenzima Q e, por esta razdo, a enzima ¢ ainda chamada
succinato-ubiquinona oxirredutase. A succinato desidrogenase (Figura 11.7) representa um segundo ponto de entrada de
elétrons na cadeia respiratéria; a reagdo por ela catalisada é:

Succinato + CoQ — Fumarato + CoQH,

A succinato desidrogenase, em muitos organismos, ¢ constituida por uma por¢do esférica, que se projeta para a matriz
mitocondrial, unida a um pedunculo, imerso na membrana. Em vertebrados, o dominio hidrofilico consta de uma
flavoproteina (FAD), que contém o sitio de ligagdo ao succinato, e de uma proteina ferro-enxofre, com trés centros Fe-S
dispostos linearmente. A porg@o hidrofoébica é formada por duas subunidades transmembrana e um grupo prostético heme
b. O sitio de ligagdo da coenzima Q localiza-se entre os dois dominios da enzima.

Os elétrons e os protons do succinato sdo transferidos para o FAD, que se reduz a FADH,; os elétrons do FADH, sdo
doados a série de centros Fe-S. Como os centros Fe-S ndo recebem protons, os protons presentes no FADH, sdo devolvidos
a matriz mitocondrial. Os elétrons sdo finalmente recebidos por CoQ, que se liga a protons da matriz e é reduzida a CoQH,
(Figura 11.4). A participacdo do heme b nas reagdes redox permanece controversa.

Como nao ha translocagdo de protons através da membrana interna durante as transferéncias de elétrons no Complexo
II, ele ndo contribui para a formagdo do gradiente de protons.
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Figura 11.7 A succinato desidrogenase (Complexo II), que também participa do ciclo de Krebs, catalisa a oxida¢do do succinato por
transferéncia dos elétrons (setas vermelhas) ao grupo prostético, FAD; a seguir sdo captados por centros Fe-S (a figura mostra um dos
centros) e passados para a coenzima Q. O Complexo II ndo catalisa a extrusdo de protons.

A coenzima Q constitui um ponto de convergéncia de elétrons



A coenzima Q recebe os elétrons provenientes dos complexos I e 1. Existem outras vias de transferéncia de elétrons
para a CoQ (Figura 11.8). Em todas estas vias, o substrato ¢ oxidado por uma desidrogenase (uma flavoproteina), com
redugdo de FAD a FADH,; os elétrons, depois de passarem por compostos intermediarios, sdo entregues a CoQ.

Exemplos deste tipo de substrato sdo encontrados no metabolismo de triacilglicerdis (Secao 16.1). Um deles, o glicerol
3-fosfato, origina di-hidroxiacetona fosfato, por a¢do da glicerol 3-fosfato desidrogenase, localizada na face externa da
membrana interna da mitocondria. Neste caso, os elétrons do substrato passam diretamente do FAD para a coenzima Q.
Outra via que reduz CoQ inicia-se com a oxidacdo de acil-CoA (primeira reagdo da f-oxidagdo de acidos graxos — Secdo
16.2), catalisada pela acil-CoA desidrogenase, cuja coenzima, FAD, ¢é reduzida. Os elétrons do FADH, sdo transferidos
pela ETF (da denominagdo inglesa para flavoproteina transferidora de elétrons) para outra flavoproteina, que também
contém um centro Fe-S, a ETF-ubiquinona oxirredutase, que, finalmente, doa o par de elétrons para CoQ.

Os elétrons das diferentes procedéncias descritas percorrem, a partir da coenzima Q, um caminho comum até o

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

0 Complexo Il transfere elétrons da coenzima Q para o citocromo ¢ e hombeia prétons

O Complexo III, ou citocromo bc; ou ubiquinona-citocromo ¢ oxirredutase, catalisa a transferéncia de elétrons da
ubiquinona ao citocromo ¢ (Figura 11.1), acompanhada de movimentagcdo de protons. A enzima de mitocondrias de
mamiferos € formada pela associagdo de dois mondmeros, cada um com 11 subunidades. Trés das subunidades participam
diretamente das reagdes redox: um citocromo b, com os grupos heme b; (ou bse) € heme by (ou bsg,), uma proteina Fe-S e o
citocromo c;. O citocromo b inclui, ainda, dois sitios para ligagdo da ubiquinona, descritos a seguir.

O acoplamento do transporte de elétrons a translocacdo de prétons pelo Complexo III € explicado pelo chamado ciclo
QO (Figura 11.9). Este esquema baseia-se em um fendmeno inusitado, que € a separacdo dos elétrons de um composto ao ser
oxidado. Na reacdo de oxidagdo de QH,, seus elétrons seguem um caminho bifurcado: um elétron ¢ transferido a proteina
Fe-S e o outro, ao citocromo b. Como o centro Fe-S e o citocromo b recebem apenas elétrons, quando QH, é oxidada, dois
prétons sdo liberados no espago intermembranas e quando Q € reduzida, sdo retirados da matriz.

A enzima apresenta dois sitios distintos para ligacdo da ubiquinona, incluidos no citocromo b: um préximo a
superficie externa da membrana e outro no lado interno da membrana, razdo pela qual sdo denominados sitio Q, (de
outside) e sitio Q; (de inside). O heme b;, de menor potencial de reducdo, faz parte de Q, e o heme b, com maior potencial
de reducdo (Tabela 11.1), compde o sitio Q;.
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Figura 11.9 Transporte de elétrons da coenzima Q para o citocromoc, catalisado pelo Complexo III: o ciclo Q. Os elétrons de QH,
sdo transferidos, um de cada vez, em duas etapas. (a) Primeira etapa: QH, — QH". (b) Segunda etapa: QH, — Q e QH" — QH,, o
que equivale a QH" — Q. As setas pontilhadas indicam os deslocamentos da forma Q: em (a), do sitio catalitico mais externo para o
sitio mais interno ¢ em (b), do interior do Complexo III para a bicamada lipidica. Dois protons sdo consumidos da matriz ¢ quatro,
bombeados para o espago intermembranas (setas verdes).

Para melhor entendimento, o ciclo Q pode ser desmembrado em duas etapas, correspondentes a oxidagdo consecutiva
de duas moléculas de QH,.

Na primeira etapa (Figura 11.9 a), QH,, alojada no sitio Q,, perde um elétron que segue a rota QH, — Fe-S — ¢, — c e
o H" ¢ liberado no espago intermembranas. A semiubiquinona resultante (QH ") entrega o seu elétron ao heme b, e, por
extrusdo do proton, converte-se na forma oxidada, Q, que migra para o sitio Q; (seta pontilhada). O elétron no heme b,
percorre a molécula de citocromo b até o heme by, €, em seguida, reduz Q, entdo no sitio Q;. Q reage com um H" da matriz,
reconstituindo a semiubiquinona (QH"). Deste modo, a transferéncia de um dos elétrons de QH, para o citocromo c resulta
na extrusdo de 2 H' € no consumo de um H* da matriz para formar QH’, no sitio Q..

Na segunda etapa (Figura 11.9 b), outra molécula de QH, percorre a mesma sequéncia de reacdes da primeira etapa, até
a passagem do elétron para os heme b e formacdo de Q. Na presente etapa, porém, Q deixa o Complexo III e retorna a
bicamada lipidica (seta pontilhada). O elétron do heme b, é doado para a semiubiquinona formada na etapa anterior (QH"),
e, a custa de um H' do interior da mitocondria, regenera QH,. A redugdo da segunda molécula de citocromo ¢ promove a

extrusdo de mais 2 H*, o consumo de outro H" da matriz, a regenera¢do da molécula de QH, consumida e a producdo da



forma oxidada, Q, que se torna disponivel para receber elétrons dos componentes da cadeia que a antecedem (Complexo I,
I etc.).
O ciclo Q pode ser assim resumido:

Primeira etapa Segunda etapa
QH, - QH" QH —Q
QH"— QH,
cit ¢ (Fe*") — cit ¢ (Fe*) cit ¢ (Fe**) — cit ¢ (Fe*)
1 H" matriz |— 2 H' exterior 1 H" matriz — 2 H" exterior

1 H" matriz — 2 H" exterior

Deste modo, o Complexo IlII, ao oxidar a coenzima Q e reduzir o citocromo ¢, promove a retirada de dois protons da
matriz ¢ 0 bombeamento de quatro protons para o espago intermembranas. Apesar de o ciclo Q ser um modelo amplamente
aceito, restam ainda muitas duvidas sobre o funcionamento do Complexo III.

0 Complexo IV catalisa a reducao do oxigénio a agua, acoplada ao hbombeamento de prétons

O Complexo IV, ou citocromo c oxidase, ¢ a ultima enzima das cadeias de transporte de elétrons encontradas desde
bactérias até eucariotos. Ela catalisa a passagem de elétrons do citocromo c¢ para o oxigénio, combinada a extrusdo de
prétons.

Em mitocondrias, a enzima constitui um dimero, sendo cada mondmero formado por 13 subunidades proteicas e pelos
centros redox: dois grupos heme, do tipo a e as, e trés ions de cobre. Uma das subunidades inclui o sitio de ligacdo do
citocromo ¢, além de dois ions de cobre, que se organizam em um centro binuclear, o centro Cu,/Cu, Em outra
subunidade, encontram-se os dois grupos heme e o terceiro ion de cobre; este ion e o heme a; sdo extremamente proximos
e formam o centro a;-Cug, ao qual se liga o oxigénio.

Na superficie externa da membrana interna da mitocondria, elétrons provenientes do citocromo ¢ ganham acesso ao
Complexo IV (Figura 11.10) pelo centro Cu,/Cu,; deste sdo transferidos para o heme a, para o centro a;-Cu e ao
oxigénio, que ¢ reduzido a agua.

A redugdo de uma molécula de O, a duas moléculas de H,O requer sua associagdo a quatro elétrons e quatro protons. A
transferéncia de cada elétron para o oxigénio é acompanhada da migra¢do de um préton desde a matriz até o centro a;-Cug
da enzima para reduzir o oxigénio, ¢ ¢ acoplada a transloca¢@o de mais um proton da matriz através de toda a extensdo da
membrana. Em cada ciclo catalitico, 4 protons s3o utilizados como substrato para a formacdo de agua e 4 protons sao
bombeados para o espaco intermembranas. Deste modo, o Complexo IV contribui para a formagdo do gradiente de protons.
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Figura 11.10 Caminho hipotético percorrido pelos elétrons no Complexo IV. Quatro elétrons provenientes do citocromo ¢ so
recebidos pelo centro Cu,/Cu,, em seguida transferidos para o heme a e depois para o centro a;-Cug, onde, finalmente, seriam



doados ao oxigénio. Este combina-se com protons da matriz (seta verde fina), reduzindo-se a agua. Ao transferir elétrons, o
Complexo IV bombeia prétons para o espago intermembranas (seta verde larga).

A reacgdo catalisada pelo Complexo IV pode ser representada por:
4 cit ¢*" +4H" (matriz) + O, +4H" (matriz) — 4 cit ¢** + 2H,0 + 4H" (espago intermembranas)

Os detalhes dos processos de reducdo do oxigénio e de translocagdo de protons, além da configuragdo dos canais de
protons, ndo sdo conhecidos.

A utilizacdo de oxigénio pelo Complexo IV responde por cerca de 95% de todo o oxigénio consumido pelo organismo
humano. A produ¢do de H,O neste processo chega a 300 mL didrios. Em determinadas espécies, esta producdo de adgua ¢
fundamental para a sobrevivéncia, como nos casos de animais que hibernam ou de camelos, que podem passar varios dias
sem ingerir 4gua. Durante a hibernacdo, os animais oxidam basicamente os seus depositos de gordura. A oxidagdo de
acidos graxos, por gerar grandes quantidades de coenzimas reduzidas (Se¢ao 16.2.1), fornece agua, além de energia — para
cada par de elétrons transferidos do NADH e do FADH, para o oxigénio, h4 producdo de uma molécula de H,O, além de
ATP a partir de ADP e fosfato (Se¢ao 11.3), sintese esta que forma mais trés moléculas de H,O no caso do NADH e duas,

para o FADH,. término leitura basica |
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0s complexos transportadores de elétrons podem formar supercomplexos

O modelo de organizagao da cadeia respiratoria segundo o qual os complexos transportadores de elétrons encontram-se
dispersos na membrana interna da mitocondria, sendo conectados pelos transportadores moveis (ubiquinona e citocromo c)
¢ amplamente aceito. Todavia, trabalhos recentes demonstram, em diversos organismos, a existéncia de estruturas
supramoleculares, formadas pela unido de complexos especificos, denominadas supercomplexos respiratorios ou
respirassomos. Essas estruturas propiciariam a reducdo da distancia para a difusdo dos transportadores méveis, otimizando
o fluxo de elétrons entre os complexos. Além das vantagens cinéticas, impediriam a formagao excessiva de radicais livres.
A associagdo entre os complexos ¢ fortemente influenciada pela composi¢do de lipidios da membrana que, por sua vez,
depende dos lipidios presentes na dieta (Secao 18.2.4). Como ha controvérsias sobre esta nova proposi¢do, o primeiro
modelo ¢ o considerado neste texto.

11.2.1  Radicais livres
A reducao parcial do oxigénio gera radicais livres

A transferéncia de quatro elétrons ao oxigénio, processada no Complexo IV, resulta na sua redugdo a agua, por
associacdo a quatro protons. Todavia, a medida que os elétrons percorrem a cadeia respiratoria, pode haver vazamento de
elétrons que promovem a redugdo monoeletronica do O, dissolvido na matriz mitocondrial, originando radicais livres, que
podem causar dano severo as células.

Radical livre ¢ uma espécie quimica capaz de existéncia independente (dai a denominagao /ivre) e que contém um ou
mais elétrons ndo pareados no orbital externo. Essas espécies, em geral, sdo instaveis (meia-vida da ordem de
nanosegundos) e altamente reativas; ao reagirem com uma molécula, geram outro radical livre, iniciando uma reacdo em
cadeia. Sua formula quimica ¢ acompanhada de um ponto, representando o elétron ndo pareado. Alguns exemplos sdo o
anion radical superoxido e o radical hidroxila.

A adic¢do de um elétron ao oxigénio molecular origina o anion radical superéxido que, recebendo um elétron, gera o
anion peréxido; este protona-se, originando o peréxido de hidrogénio. O peréxido de hidrogénio ¢ um oxidante potente e,
embora ndo seja um radical livre, pode originar o radical hidroxila, um dos radicais livres mais reativos conhecidos.

O anion radical superoxido, o peroéxido de hidrogénio e o radical hidroxila sdo chamados, conjuntamente, de espécies
reativas de oxigénio (ROS, da denominacdo inglesa).

Em contraposi¢do a geragdo de radicais livres por transferéncia monoeletronica ao oxigénio dissolvido, a redugdo do
oxigénio a dgua, catalisada pela citocromo ¢ oxidase, apesar de envolver transferéncias de um elétron, ocorre sem que haja
liberacao de formas parcialmente reduzidas de oxigénio — os intermediarios da reacdo permanecem firmemente ligados ao
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centro ativo da enzima, até que a agua seja produzida. Por outro lado, hd producdo do radical superéxido nos Complexos |
e III (em plantas, também no Complexo II), por reacdo da forma semiquinona da coenzima Q ou do FMN com oxigénio.
Este processo ¢ intensificado quando o gradiente eletroquimico torna-se elevado, por falta de ADP (Secdo 11.4): a inibi¢do
resultante da cadeia de transporte de elétrons acarreta um aumento da meia-vida de intermedidrios com elétrons nao
pareados, capazes de reduzir O, a O,".

A cadeia de transporte de elétrons mitocondrial ¢ considerada, geralmente, como a maior fonte enddgena de espécies
reativas de oxigénio. Todavia, também s3o formadas em quantidades significativas nos peroxissomos, no reticulo
endoplasmatico e nas membranas celulares. Fatores externos ao organismo, como radiagdo cosmica, poluicdo ambiental e
muitas drogas também podem levar a produgdo de radicais livres.

A formagdo de espécies reativas de oxigénio € um processo natural e inevitavel nos organismos aeroébios. Estima-se que
de 0,1 a 2% do oxigénio consumido por mitocdndrias seja convertido em radical superéxido, embora esses valores sejam
questionados. Pelo dano que as espécies reativas de oxigénio provocam nas moléculas e, por consequéncia, nas estruturas
celulares, presume-se que as células ndo seriam viaveis se ndo dispusessem de processos para decompd-las. Realmente, as
células aerébias dispdem de sistemas para a dissipagdo de radicais livres, que incluem enzimas e antioxidantes de baixa
massa molar, e também de proteinas desacopladoras (Secao 11.5) para minimizar a sua produgdo na cadeia de transporte de
elétrons mitocondrial.

A reacdo de decomposi¢do chama-se dismutagdo e consiste na reacdo entre dois radicais livres, gerando produtos néo
radicalares. Uma das enzimas capazes de promover esta reagdo ¢ a superoxido dismutase, que catalisa a dismutacdo de
radicais superoxidos:

02.7 + 02.7 + 2 H+ g 02 + H202

A enzima é encontrada em todas as células aerobias. Coerentemente, as bactérias anaerobias estritas ndo sintetizam esta
enzima.
A catalase decompoe peroxido de hidrogénio em oxigénio e agua:

2 H202 — 02+2 HzO

A ag¢do conjunta da superoxido dismutase e da catalase converte superéxido em agua.

Outra enzima que catalisa a redu¢do de H,0, e de peroxidos de lipidios € a glutationa peroxidase, descrita na Secdo
12.3.

Além de enzimas, o organismo humano conta com uma segunda linha de protecdo contra as espécies reativas de
oxigénio: os antioxidantes de baixa massa molar (em comparagdo com as enzimas). S0 compostos presentes nos alimentos
de origem vegetal, dentre os quais se destacam: as vitaminas A,C, E (Secao 18.4), os carotenos (B-caroteno, precursor da
vitamina A — Secdo 15.2 —, e licopeno), os polifendis (resveratrol e flavonoides) etc. A eficacia da utilizagdo desses
antioxidantes para impedir os efeitos nocivos das espécies reativas de oxigénio, apesar de intensamente pesquisada,
permanece inconclusiva.

Em condigdes normais do metabolismo celular, os mecanismos de defesa contra radicais livres permitem homeostase.
Mas, quando ha um aumento na produgdo dessas espécies, a capacidade protetora das enzimas e dos antioxidantes ¢é
ultrapassada, resultando em estresse oxidativo.

Como as espécies reativas de oxigénio reagem indiscriminadamente com uma grande variedade de componentes
celulares e causam danos cumulativos, elas tém sido implicadas na etiologia do envelhecimento, de doencas
neurodegenerativas (doengas de Parkinson e de Alzheimer) e cardiovasculares, de cancer etc. Os antioxidantes, ha mais de
30 anos, vém sendo testados como potenciais agentes na prevengdo de tais doencas. Entretanto, a conclusdo de estudos
epidemiologicos amplos em seres humanos é que ndo trazem beneficios importantes ¢ podem até ser danosos; por
exemplo, a vitamina C, em doses elevadas, atua como pro-oxidante. Assim, os conhecimentos atuais ndo permitem
recomendar suplementacio desses antioxidantes.

As espécies reativas de oxigénio também tém funcoes bioldgicas importantes

O conceito tradicional de que as espécies reativas de oxigénio (ROS) atuem unicamente como agentes oxidantes,
levando a disfuncdo de o6rgdos e tecidos, tem sido revisto. Na realidade, elas desempenham um duplo papel nas células
aerobias, atuando também como importantes entidades sinalizadoras em diversos processos fisioldgicos essenciais. Ainda
mais, os organismos sao capazes de utilizar a alta reatividade das ROS, de maneira controlada, em situagdes especificas.

O exemplo classico de uma funcdo essencial desempenhada pelas ROS é o combate a infecgdes bacterianas. Nas
células do sistema imunologico, como neutrofilos e macréfagos, uma enzima muito ativa, a NADPH oxidase, catalisa a
transferéncia de elétrons do NADPH ao oxigénio, com produgdo de grandes quantidades de radical superoxido e agua



oxigenada, que eliminam as bactérias fagocitadas.

As NADPH oxidases sdo uma familia de enzimas, cuja funcdo primaria ¢ a producdo de ROS. Diferem da maioria das
enzimas que produzem ROS como um subproduto de sua atividade catalitica normal, como as da cadeia de transporte de
elétrons mitocondrial. A descoberta de que as NADPH oxidases sdo expressas na maioria das células de mamiferos levou a
verificagdo da participacdo das ROS na regulagdo de muitos processos, como migragdo e proliferacio de células,
modificagdo pds-tradugdo de proteinas, modulacio de cascatas de sinalizagdo, sintese de hormonios etc.

Quando a atividade das enzimas intrinsecamente produtoras de ROS, como as NADPH oxidases, ¢ exacerbada,
instalam-se o estresse oxidativo e as moléstias a ele associadas. Para combater tais situacoes, diversos farmacos tém sido
testados como inibidores dessas enzimas. A inibi¢do da sintese de ROS seria uma abordagem alternativa a utilizagdo de
antioxidantes convencionais para a neutralizagdo dessas espécies, uma vez formadas, tendo em vista a baixa eficacia
clinica dos antioxidantes convencionais e seus paradoxais efeitos pro-oxidantes.

Ainda em relagdo & prevengdo do acumulo de ROS, os organismos aerobios contam com a prote¢do natural das

proteinas desacopladoras. Elas permitem manter niveis nao toxicos de ROS, mas compativeis com a participagdo dessas
espécies no controle dos processos citados, além de outros que serdo analisados na Secao 11.5. {término leitura complementar

11.3  Fosforilagao oxidativa

linicio leitura basica |

As transferéncias de elétrons de um componente da cadeia de transporte de elétrons para o seguinte constituem reacdes
de oxidagdo-reducdo termodinamicamente favoraveis (Secdes 11.1 e 11.2). A sintese de ATP ou fosforilag¢do oxidativa (de
“fosforilagdo de ADP a custa da oxidag¢do de coenzimas”), que € endergdnica, ¢ acoplada a essas reacdes de oxidacao-
reducao.

11.3.1  Hipodtese quimiosmotica

A energia derivada do transporte de elétrons é convertida em uma forca préton-motriz

O acoplamento da sintese de ATP ao transporte de elétrons € explicado pela hipdtese quimiosmotica, proposta por
Peter Mitchell em 1961. Segundo esta hipdtese, a energia do transporte de elétrons ¢é utilizada para bombear protons do
interior da mitocondria através da membrana interna, que ¢ virtualmente impermeavel a prétons, para o espago
intermembranas (Figura 11.11). O transporte de H' ocorre contragradiente, sendo um processo endergdnico. A
movimentacdo unidirecional & possivel por estar acoplada a transferéncia exergdnica de elétrons e gragas a disposi¢do
assimétrica dos complexos transportadores de elétrons em relacdo as duas faces da membrana interna.
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Figura 11.11 Esquema mostrando o bombeamento de protons (setas verdes) da matriz mitocondrial para o espaco intermembranas
pelos complexos I, IIT e IV, a custa da energia derivada do transporte de elétrons (setas vermelhas). O gradiente de protons
(concentragdo maior de H™ no espago intermembranas) ¢ o gradiente elétrico (face interna da membrana interna mais negativa)
constituem a forga proton-motriz que ¢ utilizada para sintetizar ATP pela ATP sintase, a Ginica via de acesso de prétons para a matriz
(seta roxa).

A consequéncia do bombeamento ¢ a producdo de um gradiente de protons, isto é, uma concentragdo de protons maior
no espago intermembranas do que na matriz mitocondrial. Em mitocondrias isoladas consumindo O, ativamente, o pH
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externo chega a ser uma unidade menor do que o pH da matriz. A face da membrana interna voltada para a matriz fica mais
negativa do que a face voltada para o espago intermembranas e a diferenca de carga elétrica (gradiente elétrico) gera um
potencial de membrana, da ordem de 0,1 a 0,2 V. A energia conservada no gradiente eletroquimico resultante ¢ chamada
de for¢a proton-motriz, constituida de dois componentes: o gradiente de pH (concentragdo de protons maior no espago
intermembranas) e o gradiente elétrico (a matriz ¢ negativa em relagdo ao espago intermembranas).

O retorno dos protons ao interior da mitocondria é um processo espontdneo, a favor do gradiente eletroquimico, que
libera energia capaz de levar a sintese de ATP. Entretanto, a membrana interna da mitocdndria é impermeavel a prétons em
toda a sua extensdo, exceto em sitios especificos, constituidos pelo complexo sintetizador de ATP, a ATP sintase (Figura
11.11) — ¢ somente por este canal que os protons podem atravessar a membrana, de volta a matriz, e desfazer o gradiente.
A ATP sintase catalisa a formacdo de ATP quando os protons atravessam a enzima, em dire¢ao ao interior da mitocondria.

A variagdo de energia livre associada ao transporte de um proton através da membrana interna da mitocondria pode ser
determinada a partir da diferenca de pH e do potencial de membrana estabelecidos em mitocdndrias consumindo oxigénio;
tais medidas indicam um valor proximo de 20 kJ - mol™'. Considerando-se que cerca de 60 kJ - mol ! sio consumidos para a
sintese de ATP nas condigdes intracelulares, teoricamente seria necessaria a passagem de trés protons pela ATP sintase para
cada ATP sintetizado; todavia, os resultados disponiveis para diferentes organismos variam de 3,3 a 5 protons. A hipotese
quimiosmotica vem sendo consubstanciada por evidéncias experimentais, algumas das quais sdo apresentadas a seguir.

A fosforilacdo oxidativa s6 se processa em mitocondrias intactas ou em vesiculas fechadas, compativeis com a
formagdo de um gradiente de protons. Medidas de concentracdo de protons durante o transporte de elétrons revelam
acimulo de prdétons no exterior da mitocondria ou no interior de vesiculas invertidas (Figura 11.13 b). A sintese de ATP
pode ser obtida mesmo na auséncia de transporte de elétrons, desde que exista o gradiente de protons. Esta verificacdo
também ¢ feita pelo uso de vesiculas invertidas. Quando se adiciona alcali ao meio de suspensdo destas vesiculas, a
concentragdo de H' diminui; como a concentragio interna de H' permanece constante, ¢ gerado momentaneamente um
gradiente de protons. Ha extrusdo de protons pela ATP sintase, acompanhada de sintese de ATP, que pode ser detectado no
exterior das vesiculas.

0 exato funcionamento das bombas de protons permanece indeterminado

A extrusdo de protons através da membrana interna da mitocondria € feita pelos Complexos I, Ill e IV (Segdo 11.2). Este
fato pdde ser verificado experimentalmente pela utilizagdo de lipossomos (Segdo 7.1), aos quais foram incorporados
isoladamente cada um destes complexos. Nestes experimentos foi possivel demonstrar que transferéncias de elétrons
envolvendo cada um dos trés complexos sdo acompanhadas de translocacdo de protons através da membrana das vesiculas
e que, portanto, sdo estes complexos as bombas de protons geradoras do gradiente. Entretanto, o mecanismo molecular do
acoplamento entre os dois processos ainda € objeto de controvérsia. Segue-se a descri¢gdo de duas hipoteses explicativas
existentes.

O modelo do acoplamento direto (redox-dependente) propde que os centros de oxidacdo-reducdo dos complexos
mitocondriais sdo diretamente envolvidos na translocagdo de prétons: ao serem reduzidos, captam protons da matriz
mitocondrial e, ao transferirem elétrons para o componente seguinte da cadeia, liberam protons no espago intermembranas.
Ou seja, a bomba de protons e o centro de oxidacdo-redugdo constituem uma entidade funcional tinica, cujo estado de
oxidacdo-redugdo induz protonagdo ou desprotonagdo. Esta possibilidade seria consistente com o bombeamento de
protons pelos Complexos I e III, como ja apontado neste texto. Em contrapartida, parece pouco apropriado para o
Complexo IV, que ndo dispde de grupos prostéticos que apresentem protons no estado reduzido — o Complexo IV €
formado de citocromos e ions de cobre, transportadores apenas de elétrons.

Outra hipotese postula o acoplamento indireto (conformagdo-dependente), segundo o qual o centro redox e o médulo
que bombeia protons sdo distintos e distantes um do outro. A transdugdo de energia ocorre via mudangas conformacionais:
os complexos transportadores de elétrons assumem configuragdes diferentes nos estados oxidado e reduzido.

De acordo com esta hipotese, a enzima transportadora, ao receber ou doar elétrons, sofre alteragdes estruturais que
provocam mudangas no valor de pK, de grupos ionizaveis-chave e também na disposi¢do destes grupos em relagdo a
membrana interna da mitocondria, resultando na translocacdo de prétons. Eles sdo denominados grupos redox-Bohr, em
analogia as cadeias laterais de aminoacidos da hemoglobina responsaveis pelo efeito Bohr (Se¢do 3.3). As cadeias laterais,
expostas na face interna da membrana, ao receberem elétrons, ligam-se a protons (pK, maior) da matriz. A perda de elétrons
inverte a posicdo das cadeias, que passam a ficar expostas na face externa da membrana, ¢ diminui a sua afinidade por
prétons (pK, menor), que s@o liberados no espaco intermembranas. O complexo volta a sua conformagdo anterior e os
elétrons prosseguem seu caminho pela cadeia.

Essas mudangas conformacionais no ambiente proteico local sdo transmitidas até as bombas de H', distantes dos
centros redox, que sdo ativadas. Postula-se que a atuagdo dos Complexos I e IV segue o modelo do acoplamento indireto.

A organizagdo dos transportadores de elétrons em supercomplexos respiratorios veio complicar ainda mais a



compreensdo do acoplamento entre as transferéncias de elétrons e a translocag@o de protons.

A razao P/0 revela a estequiometria da fosforilacao oxidativa

A variacdo de energia livre associada a transferéncia de elétrons através de cada um dos Complexos L, IIl e IV
corresponde a uma for¢a proton-motriz suficientemente grande para promover a sintese de ATP (Figura 11.12). Para cada
NADH que se oxida, ou seja, para cada par de elétrons transportados pelos trés complexos até o oxigénio, ha sintese de 3
ATP.

Pode-se chegar a esta mesma conclusdo medindo-se o nimero de moléculas de ATP formadas e o numero de atomos de
oxigénio consumidos na oxidagdo de diferentes substratos; o quociente entre estes valores é chamado razdo P/O — entre
fosfato (phosphate) incorporado em ATP e oxigénio utilizado.

A razdo P/O é uma medida da eficiéncia da fosforilagdo oxidativa. Quando o substrato ¢ o NADH, cujos elétrons
passam pelos Complexos I, Il e IV até chegarem ao oxigénio, a razdo P/O ¢ 3. No caso do succinato, os elétrons sdo
transferidos para o FAD e, a seguir, para a coenzima Q; como o Complexo I ¢ “saltado”, o gradiente de protons formado ¢é
menor e a razdo P/O do succinato € 2. As equagdes respectivas de oxidagdo, incluindo os prétons bombeados, sdo:

Como a determinacao experimental da razdo P/O ¢ sujeita a diversos fatores causadores de erro, durante muito tempo,
os valores da razdo P/O para NADH (3) e succinato (2) foram questionados. Esses nimeros foram revistos a partir da
estequiometria do transporte de protons. Os resultados de consenso estabelecem que, para cada par de elétrons transferidos
ao oxigénio, formando uma molécula de agua, 4 H" sdo bombeados pelo Complexo I, 4 pelo Complexo III € 2 pelo
Complexo IV — na oxida¢do de NADH, hé extrusdo de 10 H'e na de succinato, 6. Outro dado verificado em mitocondrias
de células animais é que a sintese de uma molécula de ATP requer o retorno de 4 H' para a matriz mitocondrial, sendo 3
H'pela ATP sintase e um para o transporte dos substratos e produto da reagdo (Se¢do 11.10). A razdo P/O baseada na
translocacdo de protons torna-se igual a 2,5 (10/4) para o NADH e 1,5 (6/4) para o succinato. Trabalhos muito recentes
indicam niimeros proximos, iguais a 2,7 e 1,6, respectivamente. Esta nova revisdo da razdo P/O deriva de estudos da
estrutura atdmica de diferentes ATP sintases.
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Figura 11.12 Diagrama mostrando valores de potencial de reducdo padrao (E) e de energia livre padrio (G®) referentes ao
transporte dos elétrons do NADH ao oxigénio. A variagdo de energia livre padrido (AG®') de cada etapa pode ser estimada a partir da
ordenada a direita (G®). Nas etapas de que participam os Complexos I, III e IV, o decréscimo de energia livre (setas largas) ¢é
suficiente para gerar um gradiente de protons capaz de promover a sintese de ATP.



Como a questdo ainda nfo estd totalmente esclarecida e como os valores de producdo de ATP servem principalmente
para comparagdes, neste texto serdo adotados sempre os valores inteiros de P/O: 3 para o NADH e 2 para succinato.

11.3.2  ATPsintase

A ATP sintase é formada por dois componentes, F, e F,

Em micrografias eletronicas, pode-se observar que a face interna da membrana interna da mitocondria € recoberta por
microesferas, conectadas & membrana por pequenas hastes. O tratamento de preparagcdes de mitocdndrias com ultrassom
produz fragmentos de membrana que formam, espontaneamente, vesiculas invertidas, nas quais a face com as microesferas
situa-se do lado de fora (Figura 11.13). Estas vesiculas sdo capazes de efetuar o transporte de elétrons ¢ a fosforilagdo
oxidativa. Se as microesferas forem removidas das vesiculas, estas conservam apenas a capacidade de transportar elétrons.
Por outro lado, as microesferas isoladas contém a atividade catalitica de sintese que, nestas condigdes, sem o gradiente de
protons, ¢ demonstrada pela capacidade de promover a reagdo no sentido da hidrolise de ATP. Estas experi€ncias
demonstram a localizacdo da ATP sintase (na realidade, de parte da enzima) nas microesferas.

Nos organismos analisados, a ATP sintase compreende dois componentes, cada um constituido por varias subunidades
proteicas. Uma porcdo periférica, chamada fator de acoplamento 1 (F)), corresponde as microesferas e suas hastes, visiveis
ao microscopio eletronico. A segunda porcdo fica embebida na membrana — plasmatica de bactérias, tilacoide de
cloroplastos (Se¢dao 15.2) e interna de mitocondrias — e é denominada F,, com a letra o subscrita, porque inclui, em
mitocondrias, uma subunidade que se liga a oligomicina, um inibidor da ATP sintase. As ATP sintases tém, basicamente, a
mesma estrutura, sendo que as enzimas de eucariotos apresentam subunidades adicionais as de procariotos. Recentemente,
a semelhanca do que foi verificado com os complexos transportadores de elétrons, demonstrou-se a existéncia de dimeros e
outras formas oligoméricas da ATP sintase mitocondrial, cujo significado fisiolégico é desconhecido.

A Figura 11.14 mostra um esquema da estrutura da ATP sintase de Escherichia coli. F,, que se projeta para o citoplasma
da célula bacteriana, ¢ formado pelas subunidades o3 5 v O €; as seis subunidades maiores (trés o e trés ) dispdem-se,
alternadamente, em um circulo ao redor da subunidade v, que, por sua vez, estd associada a subunidade €;0 hexamero o;-3;
estabelece contato também com a subunidade 8. F,, inserido na membrana plasmatica, consta das subunidades a b, ¢ As
dez subunidades ¢ compdoem uma estrutura em anel e interagem com a subunidade a, que se liga ao dimero b,. F, e F, so
unidos por um eixo central, constituido pelas subunidades y e €, e por um eixo lateral, com as subunidades d e b,.

F, catalisa a sintese de ATP por meio de trés sitios ativos, um em cada subunidade B, junto a uma interface a/f; Fg
contém os canais de passagem (de entrada e de saida) de protons.
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Figura 11.13 Microesferas da membrana interna da mitocondria e ATP sintase. (a) A membrana interna é recoberta por
microesferas com pequenas hastes, voltadas para a matriz mitocondrial — o esquema mostra uma das numerosas invaginagdes desta
membrana, chamadas cristas. (b) Formacdo de vesiculas invertidas por tratamento de mitocondrias com ultrassom. (c) As
microesferas e suas hastes, formadas pelo componente F; da ATP sintase, podem ser removidas por diversos tratamentos, por
exemplo, com tripsina, ¢ mantém sua atividade catalitica; as vesiculas mantém, inserido na membrana, o componente F, da ATP
sintase.
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Figura 11.14 Modelo da ATP sintase de Escherichia coli. A enzima consiste em oito subunidades diferentes, com a estequiometria
as;Psydeabyc . Fi=03B;7 0 ¢ Fyg=ab,cy, Aporcdo F jestende-se da superficie interna da membrana plasmatica para o
citoplasma e F, fica incluido na membrana. A maior parte da subunidade y fica inserida na cavidade central do conjunto o ;-f5; sua
extremidade proxima a membrana interage com ¢ e o anel de subunidades ¢ — o conjunto y-g-c;, atua como rotor. A subunidade
associa-se com o hexdmero o3-f; € o dimero b,, e este liga-se a subunidade a — o conjunto a3-B;-6-b,-a ¢ o estator. A subunidade a
contém os canais de entrada (seta amarela) e de saida (seta branca) de protons, situados, respectivamente, na superficie externa
(voltada para o espago periplasmatico) e interna (em contato com o citoplasma) da membrana plasmatica. Eles ganham acesso a
membrana através do canal de entrada, ligam-se as subunidades c, provocando a sua rotacdo, e, apés um giro completo, sdo
liberados no citoplasma, através do canal de saida de protons. A rotagdo de ¢, faz girar a subunidade y no centro de os-p3, 0 que
causa as mudangas conformacionais dos sitios cataliticos, necessarias a sintese de ATP (apenas um dos trés sitios esta representado).
(Adaptada de Hutcheon ML et al.: Proc Natl Acad Sci USA 98 (15): 8519-8524, 2001.)

A ATP sintase atua como um nanomotor rotatorio

Como a energia liberada pela passagem de protons através da ATP sintase é aproveitada para promover a reagdo entre
ADP e fosfato (P;) continua uma incégnita no nivel molecular. A sequéncia provavel dos eventos na enzima de
Escherichia coli é descrita a seguir e na Figura 11.14.

A reacdo ocorre em trés etapas e os trés sitios cataliticos de F; podem apresentar-se em trés conformagdes — cada etapa
¢ cumprida por uma conformagdo especifica. Durante a catalise, cada um dos sitios assume, sequencialmente, uma
configuragdo, de tal modo que, em um dado instante, etapas diferentes estdo ocorrendo nos trés sitios. As etapas seriam:
ligagdo dos substratos (ADP e P;), formagdo da ligagdo anidrido fosforico e liberagdo do ATP sintetizado. As mudancas
conformacionais dos sitios cataliticos resultam de movimentagdo de elementos estruturais da enzima, a custa da energia
fornecida pela movimentagdo de protons a favor do gradiente.

Em F,, a subunidade a contém, na interface com as subunidades ¢, dois canais de passagem de prétons, cada um
acessivel de um lado diferente da membrana — o canal de entrada no lado externo, periplasmatico’, da membrana e o
canal de saida no lado interno, citoplasmatico, da membrana. Para atravessar a membrana, os protons penetram no canal de
entrada e ligam-se a cadeias laterais de aminoacidos (protonagao) das subunidades ¢, fazendo girar o anel c¢;;. Apds um giro
completo, que resulta no retorno a interface a-c e no alinhamento com o canal de saida, os protons sdo liberados
(desprotonagdo) no citoplasma.

A rotagdo do anel ¢;y movimenta o eixo central, formado pelas subunidades y e €, que s@o associadas ao anel. Como a
subunidade y fica encaixada no centro da estrutura globular o;-f;, ao girar, ela interage, sucessivamente, com as



subunidades 0;-;, causando as alteragdes de conformagao dos sitios cataliticos. A cada rotacao de 120°, os sitios alternam
suas propriedades cataliticas.

Resumindo, a rotagdo do anel ¢;, em relacdo a subunidade a em F, determina a rotagdo do eixo central em relagdo ao
hexamero a;-f ;em F;. Em analogia a uma méaquina motriz, as subunidades y-e-c;, constituem o rofor e o conjunto o;-p3-6-
bra, o estator (a parte de um motor que nao gira durante o seu funcionamento). A passagem de protons por F, faz girar o
rotor, que se move em relacdo as subunidades estacionarias. O eixo lateral 3-b, mantém estaticos: o hexdmero o;-fs,
enquanto o eixo central y—¢ gira dentro dele, e a subunidade @, enquanto o anel ¢, 7roda, impedindo que a3-f; e agirem
junto com o rotor. A movimentac¢do do rotor em relagdo ao cilindro a;-f; e a subunidade a determina, respectivamente, a
ativacdo dos sitios cataliticos e o transporte de protons.

A prova decisiva sobre o funcionamento da ATP sintase foi obtida por visualizagdo direta da rotagdo de uma unica
molécula de enzima. O movimento pdde ser filmado ao microscopio gracas a um filamento fluorescente de actina ligado a
subunidade vy, que funcionava como marcador. Muitos aspectos do mecanismo catalitico da ATP sintase, investigado ha
décadas, continuam desconhecidos. Todavia, ha consenso que Fg e F; sdo mecanicamente acoplados por um rotor, cujo
movimento determina a fungao a ser desempenhada por cada sitio catalitico. Em outras palavras, a ATP sintase converte a
energia eletroquimica armazenada no gradiente de protons em energia mecdnica, que é utilizada para gerar energia
quimica sob a forma de ATP.

Em bactérias, sob determinadas condigdes fisiologicas, a ATP sintase catalisa a hidrolise de ATP, em vez da sua sintese.
Realmente, a reagcdo promovida pela enzima é reversivel e muito do que se sabe sobre o seu funcionamento resultou da
analise da reacdo ocorrendo no sentido da hidrolise de ATP. Resultados recentes indicam que, durante a hidrdlise de ATP, o
fosfato (P;) ¢ liberado ao término da terceira etapa catalitica (terceiro giro de 120°), depois do ADP. Ou seja, quando ocorre
a sintese de ATP, o primeiro substrato a ligar-se a um sitio ativo vazio ¢ o P, Ainda mais, a ligagdo de P; provocaria
impedimentos estéricos a ligacdo de ATP, permitindo apenas a de ADP. Estas constatagdes permitem explicar como a ATP
sintase consegue ligar ADP eficientemente, sabendo-se que um sitio vazio tem afinidade semelhante por ATP e ADP e que
a concentragao intracelular de ATP é cerca de 10 vezes maior que a de ADP.

A estrutura de F, determina a eficiéncia da fosforilacao oxidativa (a razao P/0)

Uma questdo discutida desde 1950, e ainda ndo resolvida, refere-se ao namero de H" que devem atravessar a ATP
sintase para acarretar a sintese de um ATP. A elucidag@o da estrutura de diferentes ATP sintases tem contribuido para
resolver este problema.

Ao contrario do que era previsto para uma proteina bastante conservada como a ATP sintase, o numero de subunidades
do anel ¢ ¢ muito varidvel. Como cada subunidade ¢ contém um grupamento envolvido nos eventos de
protonacdo/desprotona¢do, o numero de H' translocados para ocorrer uma rotagdo de 360° ¢ igual ao numero de
subunidades do anel c. A cada rotacdo de 360° do eixo central, trés moléculas de ATP sdo formadas nos trés sitios
cataliticos das subunidades off em F,. Deste modo, o nimero de H" que devem ser translocados para a sintese de um ATP
(razdo H'/ATP) é igual ao nimero de subunidades ¢ em F,, dividido por trés. Ja foram descritos anéis ¢ contendo de 8 a 15
subunidades, correspondendo a 2,7 até 5 H' translocados por ATP. O significado da varia¢do do “custo” energético da
sintese de ATP ¢ uma incognita.

A ATP sintase de mitocondrias de vertebrados contém 8 subunidades no anel ¢, equivalendo a 2,7 H/ATP. O
transporte de ADP e fosfato (P;) para o interior da mitocondria, combinado com a exportagdo do ATP sintetizado (Secdo
11.10), acrescenta 1 H'ao total necessario para disponibilizar ATP no citoplasma. Deste modo, a razdo P/O para NADH e
succinato seria 2,7 (10/3,7) e 1,6 (6/3,7) respectivamente, dados estes muito proximos aos valores de 2,5 e 1,5 indicados na
Secdo anterior.

11.4  Controle respiratorio

As velocidades do transporte de elétrons e da sintese de ATP sao reguladas pela concentracao de ADP

As necessidades celulares de ATP variam grandemente segundo o estado fisiolégico. Durante a contragdo de musculos
esqueléticos, por exemplo, a velocidade de utilizagdo de ATP pode ser aumentada de 100 vezes em segundos. O ajuste da
producdo de ATP ao seu gasto € possivel porque o transporte de elétrons e a sintese de ATP sdo processos intimamente
acoplados, como tem sido reiterado ao longo deste capitulo. Isto ¢, s6 ha oxidacdo de coenzimas (NADH e FADH,) se
houver sintese de ATP, e vice-versa. O mecanismo de coordenag@o das velocidades do transporte de elétrons e da sintese de
ATP chama-se controle respiratorio.

O controle respiratorio foi originalmente definido como a estimulagdo do consumo de oxigénio (“respira¢do’) por
mitocondrias isoladas, exercida por adicdo de ADP, seguida do decréscimo de sua utilizagdo, a medida que ADP era



convertido em ATP. O controle respiratorio € também denominado controle do aceptor, por ser o ADP o aceptor do fosfato.

Este fendmeno pode ser explicado pela hipdtese quimiosmotica: a maior disponibilidade de ADP ativa a ATP sintase,
resultando em diminuigdo do potencial eletroquimico gragas a passagem de H' através da enzima, de volta a matriz
mitocondrial. Com um potencial de membrana menor, a energia livre liberada pelo transporte de elétrons ¢ bastante para
que mais prétons sejam bombeados para fora da mitocondria, contragradiente. Quer dizer, as bombas de protons
(Complexos I, Il e IV) sdo estimuladas e a cadeia de transporte de elétrons €, consequentemente, acelerada. Nas situagdes
em que a célula realiza processos que consomem energia, transformando ATP em ADP, aumenta a sintese de ATP e a
oxida¢do de coenzimas.

Quando o consumo de ATP ¢ reduzido, a concentracdo de ADP ¢ baixa e a translocacdo de protons pela ATP sintase
diminui, porque a entrada de H' na enzima requer ADP. A magnitude do gradiente de H" aumenta e a energia livre da
oxidag@o de substratos na cadeia nao ¢ suficiente para bombear mais protons contragradiente. Esta situagdo persiste até
que a energia necessaria para bombear protons se iguala a energia liberada pelo transporte de elétrons que, entdo, para.

Ainda mais, a velocidade das vias que produzem coenzimas reduzidas (ciclo de Krebs, oxidacao de acidos graxos etc.)
e dependem de sua oxidagao pela cadeia de transporte de elétrons ¢ também regulada pela disponibilidade de ADP.

Dados recentes, obtidos por experimentacdo in vivo, indicam que o controle respiratério ¢ muito mais complexo do
que verificado em preparacdes de mitocondrias, resultando da interferéncia de outros fatores, além da razdo ADP/ATP.

O controle respiratorio é ainda abordado na Secgdo 20.6.

11.5  Inibidores e desacopladores

A transferéncia de elétrons pode ser bloqueada por inibidores especificos

Ha drogas capazes de atuar especificamente sobre cada um dos complexos da cadeia respiratdria mitocondrial,
impedindo o prosseguimento da transferéncia de elétrons (Tabela 11.2). O resultado desta agdo inibitoria ¢ a paralisagdo do
transporte de elétrons e das vias metabolicas que dependem da cadeia para a reoxidacdo de coenzimas.

Tabela 11.2 Inibidores da cadeia de transporte de elétrons e o complexo sobre o qual cada um atua.

Inibidores Complexo

Barbituratos (hipndticos) |
Rotenona (inseticida) I
Malonato (inibidor da succinato desidrogenase) Il
Antimicina A (antibidtico) Il

Cianeto (CN7), monéxido de carbono (C0), azida (N°") IV

Deve-se salientar que o resultado é o mesmo, qualquer que seja o componente da cadeia sobre o qual a droga atue. Isto
acontece porque um transportador reduzido, incapaz de passar adiante seus elétrons, ¢ também incapaz de receber elétrons
do transportador antecedente. Deste modo, em instantes, todos os componentes da cadeia que se situam antes do ponto de
atuacdo da droga estardo reduzidos, e a cadeia, inoperante. Sem o transporte de elétrons ndo se forma o gradiente de
protons e ndo ha sintese de ATP. Estas drogas sdo potencialmente letais.

0 transporte de elétrons pode ocorrer sem a sintese de ATP

No inicio do século XX, durante a 12 Guerra Mundial, foi verificada uma sindrome grave em trabalhadores da industria
de explosivos que estavam expostos ao contato com acido picrico (trinitrofenol). O sintoma mais notavel, que com
frequéncia levava a obito, era a hipertermia, além de emagrecimento.

Foi este o fato inicial que levou a descoberta de um grupo de substancias capazes de atuar sobre o acoplamento da
sintese de ATP ao transporte de elétrons. Hoje se sabe que algumas substancias lipofilicas, como o 2,4-dinitrofenol (DNP,
de dinitrophenol), sdo capazes de dissociar o transporte de elétrons da fosforilagdo oxidativa; estas substancias sdo
chamadas desacopladores. Quando os dois processos sdo totalmente desacoplados, a produ¢@o de ATP para; o transporte
de elétrons, termodinamicamente autdnomo, pode prosseguir, ndo mais controlado pela concentragdo de ADP.

Gragas ao seu carater hidrofébico, o DNP pode atravessar membranas e, por ser um acido fraco, associa-se a protons no
espago intermembranas (onde a concentragdo de H' ¢ maior), liberando-os na matriz (Figura 11.15). Impede a formag¢io do
gradiente de protons e a energia que seria usada na sintese de ATP ¢ dissipada como calor. O fluxo de elétrons, feito sem o



concomitante transporte de protons contragradiente, torna-se energeticamente mais favoravel e sua velocidade aumenta.
Medidas experimentais simples demonstram que, em presenca de desacopladores, uma suspensdo de mitocondrias
consome oxigénio com velocidade muito maior do que na sua auséncia.

Nos anos que se seguiram a esta descoberta, o DNP foi usado como agente emagrecedor. A expectativa de sua
administracdo era que, acelerando a oxidag¢do de coenzimas sem a sintese de ATP, a degradacdo das reservas lipidicas fosse
acelerada e a sua sintese, devido a pequena producdo de ATP, fosse restringida. Este tipo de tratamento efetivamente
propiciava rapida perda de peso, mas também efeitos adversos graves e acidentes fatais, tendo sido logo abandonado.
Posteriormente, verificou-se ainda que o DNP é um agente mutagénico. Apesar da legislacdo proibitiva, o DNP voltou a
ser usado a partir de 2000, como automedicagdo, podendo ser comprado pela Interet, resultando em aumento significativo
do nimero de mortes por sua ingestao.
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Figura 11.15 Atuagdo do 2,4-dinitrofenol como desacoplador — o transporte de protons através da membrana desfaz o gradiente
necessario a sintese de ATP.

Proteinas transportadoras de prétons atuam como desacopladores

O desacoplamento artificialmente provocado por substancias como o DNP tem seu correspondente fisioldgico.

Na Secdo 11.3, para facilitar o entendimento da fosforilagdo oxidativa, foi admitida uma condi¢do hipotética de
acoplamento perfeito, em que os protons entram na mitocodndria somente através da ATP sintase, e na presengca de ADP e P;.
Todavia, diversas abordagens experimentais demonstram que as mitocondrias sdo capazes de consumir oxigénio, mesmo
na auséncia de ADP. Como, nesta situacdo, os protons ndo podem entrar via ATP sintase, fica evidenciado que existe um
“vazamento” de H' através da membrana interna da mitocondria. Ou seja, o acoplamento da fosforilagdo oxidativa ¢é
incompleto e os prétons bombeados pelos complexos transportadores de elétrons podem atravessar a membrana interna, de
volta para a matriz mitocondrial, independentemente da formagao de ATP.

O fenomeno do desacoplamento, um aparente desperdicio de energia, tem grande importancia para o funcionamento
normal das células, podendo representar de 20 a 50% do seu gasto energético. O “vazamento” de prétons no
desacoplamento fisiolégico € catalisado por uma familia de proteinas, descritas a seguir.

A funcdo bioldgica do desacoplamento da fosforilagdo oxidativa é mais bem conhecida no tecido adiposo marrom de
mamiferos. Este tecido, diferentemente do tecido adiposo branco, apresenta numerosas mitocondrias e, consequentemente,
alto teor de citocromos, que tém cor marrom. A membrana interna de suas mitocondrias contém, além da ATP sintase, uma
proteina transportadora de protons, denominada proteina desacopladora 1 ou UCPI, de Uncoupling Protein 1,
anteriormente conhecida como termogenina. O retorno de protons para a matriz mitocondrial, através desta proteina e ndo
pela ATP sintase, diminui a for¢a proton-motriz e a eficiéncia da fosforilagdo oxidativa (menor razdo P/O) — uma fragao
consideravel da energia de oxidagdo-redugdo ¢ dissipada como calor (termogénese). O mecanismo da translocagido de
protons mediada por UCP1 ainda ndo ¢ totalmente conhecido.

A oxidagdo de substratos acompanhada por termogénese ¢ importante na prote¢do de mamiferos recém-nascidos e
adaptados a climas frios, hibernantes ou ndo. O tecido adiposo marrom, além de exibir alto contetdo de UCPI, ¢
densamente inervado e vascularizado, recebendo grande parte do fluxo sanguineo corporal; tais caracteristicas permitem
prover calor para todo o organismo.

Nos seres humanos, admitia-se que o tecido adiposo marrom existia somente em recém-nascidos. Esta noc¢do foi revista,
gracas a identificacdo recente de depositos substanciais desse tecido em adultos, localizados principalmente no pescogo e
térax superior. Trata-se de tecido funcional, que ¢ ativado por exposicao a baixas temperaturas e capaz de sintetizar UCP1.

A atividade metabolica do tecido adiposo marrom ¢ associada a um aumento de cerca de 20% do gasto energético
basal de seres humanos adultos. O principal substrato oxidado para a produgdo de calor sdo os acidos graxos, fornecidos



pelas lipoproteinas plasmaticas ricas em triacilglicerdis (Secdo 6.2.7). Niveis plasmaticos elevados de triacilglicerdis estdo
comumente associados a obesidade, ao diabetes ¢ as doencgas cardiovasculares A ativag¢do do tecido adiposo marrom, por
remover essas lipoproteinas do plasma, tem sido considerada como uma nova abordagem terapéutica para combater tais
doengas.

Além de UCP1, outras quatro proteinas desacopladoras foram identificadas em seres humanos adultos: UCP2 (expressa
na maioria dos tecidos), UCP3 (em musculos esqueléticos, principalmente, e no coracdo), UCP4 e UCP5 (ambas no
cérebro). As UCPs sdo muito conservadas entre os eucariotos, sendo encontradas ndo s6 em mamiferos, como em
protozoarios, peixes, aves e plantas. A acdo termogénica de UCP1 esta bem estabelecida, mas as fun¢des das outras UCPs
ainda sdo incertas.

Uma provavel fung¢do atribuida as UCPs 2 a 5 baseia-se em duas caracteristicas destas proteinas: elas promovem, ao
contrario de UCP1, um desacoplamento discreto da fosforilagdo oxidativa e sdo ativadas por espécies reativas de oxigénio
(ROS). Como analisado na Secao 11.2.1, a produ¢dao de ROS na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial aumenta
quando o potencial eletroquimico de membrana ¢ elevado, sendo que um pequeno decréscimo no potencial de membrana
resulta em uma grande queda da geragdo de ROS. As UCPs 2 a 5 respondem a concentracdes elevadas de ROS causando
um desacoplamento discreto, que reduz o potencial de membrana, e atenua a geragdo de ROS, sem diminuic¢ao
significativa da eficiéncia da fosforilagdo oxidativa.

A atuagdo das UCPs 2 a 5, além de estabelecer uma pronta defesa contra o estresse oxidativo, a custa de um pequeno
consumo de energia, tem outros desdobramentos:

1. Por modularem a for¢a proton-motriz, permitem ajustar a sintese de ATP a demanda de energia, contribuindo para
a homeostase celular.

2. A produc¢do controlada de ROS ¢ fundamental, porque essas espécies participam da regulacdo do metabolismo
energético.

3. Aceleram o metabolismo oxidativo, gracas a estimulagdo da cadeia de transporte de elétrons.
As UCPs sdo expressas nas células pancreaticas e parecem participar de vias de sinalizagdo da secreg¢do de
glucagon e insulina, desempenhando papel importante na regulagdo da fome.

Gragas a seus amplos efeitos, as UCPs té€m sido consideradas um alvo potencial para o desenvolvimento de terapias
para obesidade, diabetes, arteriosclerose, disturbios imunes e doengas neurodegenerativas. Todavia, o conhecimento ainda
incipiente sobre a regulacdo da atividade das UCPs deve retardar a aplicacdo dessa abordagem.

A oligomicina impede a sintese de ATP

A oligomicina ¢ um antibiético produzido por linhagens de Streptomyces que inibe a ATP sintase mitocondrial, por
torna-la impermeével a protons. Sua ag¢do € provocada por ligagdo a uma subunidade da enzima denominada OSCP
(oligomycin sensitivity-conferring protein), que, como o nome indica, é a proteina necessaria para que a ATP sintase
manifeste a sensibilidade ao antibiotico. A localizacdo da OSCP na enzima € controversa, mas ha evidéncias de que ela
seja equivalente a subunidade 6 da ATP sintase bacteriana (Figura 11.14). O mecanismo de a¢ao da oligomicina permanece
desconhecido.

Como os processos de sintese de ATP e de transporte de elétrons sdo fortemente acoplados, a interrup¢do de um deles é
de imediato refletida no outro — a manutencdo do gradiente de protons impede o prosseguimento do transporte de
elétrons. Embora atuando em outro processo, a fosforilagdo oxidativa, o efeito deste tipo de inibidor ¢ idéntico ao dos
inibidores da cadeia de transporte de elétrons (antimicina A, cianeto etc.): bloqueia a sintese de ATP e para o consumo de
oxigénio, indicativo da interrup¢do do transporte de elétrons. Experimentalmente, pode-se distinguir com facilidade a
inibicdo da ATP sintase da inibicdo da cadeia respiratoria. Basta adicionar a preparagdo inibida um desacoplador: se a
inibigdo ¢ exercida sobre a ATP sintase, o consumo de oxigénio ¢ restaurado; se a inibigdo esta sendo feita na cadeia de
transporte de elétrons, o desacoplador é indcuo. Naturalmente, em ambos os casos, a formagdo de ATP permanece inibida.

11.6  Fosforilagcao no nivel do substrato

A fosforilacao no nivel do substrato nao é afetada por desacopladores

Chama-se fosforilagdo no nivel do substrato a sintese de ATP obtida diretamente em reagdes que fazem parte da
glicodlise e do ciclo de Krebs e que utilizam como substratos compostos ricos em energia: 1,3-bisfosfoglicerato,
fosfoenolpiruvato e succinil-CoA. Estas reacdes sdo sempre precedidas por reagcdes de oxidagdo-redugdo; no caso da
desidratacdo do 2-fosfoglicerato, ha uma oxidacdo-reducdo intramolecular, em que um carbono ¢ oxidado e outro
reduzido. Em decorréncia da reagdo de oxidacdo-redugdo forma-se um composto rico em energia que, na reagdo seguinte,



origina ATP (ou GTP, no caso da succinil-CoA sintetase).
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A produgdo de ATP pela fosforilagdo no nivel do substrato responde por uma pequena fracdo do total produzido em
condigdes aerdbias e, por ser independente do transporte de elétrons, ndo é afetada por desacopladores.

11.7  Cadeias de transporte de elétrons bacterianas

Nas se¢des anteriores, foram descritas as caracteristicas da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, bastante
conservada entre os eucariotos e também encontrada em alguns tipos de bactérias. Nas bactérias, encontram-se, ainda,
cadeias de transporte de elétrons muito mais diversificadas. Nestes organismos, embora os principios gerais ja descritos
sejam obedecidos, ha grandes variagdes quanto aos componentes da cadeia, desde os substratos iniciais fornecedores de
elétrons até o seu aceptor final. Além de coenzimas reduzidas, podem ser fornecedores de elétrons uma série de substratos
inorganicos, como NH,", NO, ", H,S, H,, enxofte € ferro, ou organicos, como o lactato. O aceptor final pode também variar
e, além do oxigénio, podem ter esta fung¢do: NO;, NO,, SO, CO;*>~ e compostos organicos, como o fumarato. Quando o
aceptor final ndo é o oxigénio, a cadeia ¢ dita anaerdbia e caracteriza a chamada “respira¢do anaerobia®, em
contraposi¢ao a “respiragdo aerobia”, que utiliza O, como aceptor final de elétrons.

As diferentes modalidades de cadeias de transporte de elétrons bacterianas constituem adaptagdes importantes para o
aproveitamento das substincias disponiveis no meio ambiente — s3o caracteristicas favoraveis na competicdo entre
espécies para a colonizagao de diferentes nichos ecoldgicos.

11.8  Rendimento da oxidacao da glicose

A oxidac¢ao completa da glicose produz 38 ATP

A importancia da cadeia de transporte de elétrons e da fosforilagdo oxidativa como mecanismo de obtencdo de energia
dos organismos aerobios fica evidenciada quando se analisa a producdo de ATP a partir da oxidagdo de um nutriente como
a glicose. O computo da quantidade total de ATP resultante ¢ facilitado pela analise, em separado, das etapas em que o
processo se divide, ou seja, oxidagao de:

I. Glicose a 2 piruvato



I. 2 piruvato a 2 acetil-CoA
II. 2 acetil-CoA pelo ciclo de Krebs
IV. NADH e FADH, pela cadeia de transporte de elétrons e fosforilagao oxidativa.

Em cada uma das etapas I a IlI, verifica-se a forma¢do de coenzimas reduzidas e de ATP (por fosforilagdo no nivel do
substrato), e somam-se os seus valores. Na fase IV, obtém-se a quantidade de ATP produzida por fosforilagdo oxidativa
acoplada a oxidagdo do total de coenzimas, considerando-se a sintese de 3 ATP para cada NADH e 2 para cada FADH,. A
oxidag@o completa de um mol de glicose estd discriminada na tabela seguinte:

Mols de ATP
Etapas | ] ]} I-+11+11 \) formados
Coenzimas produzidas 2 NADH 2 NADH 6 NADH 10 NADH 30 ATP 30
2 FADH, 2 FADH, 4 ATP 4
Fosforilacao no nivel do substrato 2 ATP — 2 ATP 4 ATP — 4
Total 38

A oxidagdo biologica da glicose em condigdes aerdbias produz, portanto, 38 ATP. A equacdo geral deste processo é:

CH,Og+6 O,+38 ADP +38 P, — 6 CO, + 6 H,0 + 38 ATP

Em algumas células de eucariotos, o rendimento da oxidagdo da glicose ¢ reduzido de 38 para 36 ATP porque a
oxidacao de cada NADH produzido no citosol (glicélise) permite a sintese de apenas 2 ATP (se¢do seguinte).

término leitura

11.9  Oxidagio do NADH citosclico| [M'1® éitura complementar basica

A membrana interna da mitocondria é impermeavel a NADH (e NAD™), de modo que a oxidagdo do NADH citosolico
ndo pode ser feita diretamente pela cadeia de transporte de elétrons. Entretanto, as coenzimas reduzidas no citosol podem
ser indiretamente oxidadas pela cadeia de transporte de elétrons, gragas a sistemas designados langadeiras. Nestes
sistemas, os elétrons do NADH sio transferidos para um composto citosolico capaz de atravessar a membrana interna da

mitocondria; alternativamente, os elétrons sdo passados para um composto que pode reduzir um componente da membrana
interna. Por qualquer dos dois processos, o composto que transporta os elétrons € reoxidado ao doa-los, retorna ao citosol,
e pode participar de um novo ciclo. Ha duas langadeiras importantes em células de vertebrados: a do malato-aspartato ¢ a
do glicerol fosfato.

1. Langadeira do malato-aspartato. O NADH citosolico reduz oxaloacetato, em uma reagdo catalisada pela malato
desidrogenase citosolica. O malato formado entra na mitocondria, onde ¢ oxidado pela malato desidrogenase
mitocondrial, que também utiliza NAD" como coenzima (Figura 11.16). O processo leva a produgdo de NADH
mitocondrial a partir de NADH citosolico, apesar de nao haver permeabilidade da membrana interna ao NADH. O
oxaloacetato formado na mitocondria ndo atravessa a membrana interna, mas pode receber um grupo amino do glutamato,
formando aspartato. O aspartato sai da mitocondria e, no citosol, regenera o oxaloacetato (Figura 11.17). Este € o sentido
desta langadeira em mitocondrias respirando ativamente.
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Figura 11.16 Esquema simplificado da langadeira do malato-aspartato. O transporte de malato para a matriz mitocondrial (seta
azul) e a regeneragdo de oxaloacetato no citosol (seta vermelha tracejada) estdo representados na Figura 11.17.
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Figura 11.17 Langadeira do malato-aspartato. As enzimas e translocases (Se¢do 11.10) que participam da langadeira sdo: (1)

malato desidrogenase citosolica; (2) dicarboxilato translocase; (3) malato desidrogenase mitocondrial; (4) aspartato aminotransferase
(Secdo 17.2.1) mitocondrial; (5) aspartato-glutamato translocase; (6) aspartato aminotransferase citosolica.

A passagem de malato e aspartato através da membrana interna da mitocondria é efetuada por translocases presentes
nesta membrana, que serdo descritas na Se¢do 11.10. A langadeira do malato-aspartato ocorre em plantas e na maioria das
células de vertebrados, incluindo as de figado, corag@o, rins e cérebro.

2. Lancgadeira do glicerol fosfato. O NADH citosolico reduz di-hidroxiacetona fosfato, em uma reagdo catalisada pela
glicerol 3-fosfato desidrogenase. O glicerol 3-fosfato formado difunde-se até a face externa da membrana interna, onde se
localiza uma isoenzima da glicerol 3-fosfato desidrogenase que contém FAD como grupo prostético (Figura 11.18). A di-
hidroxiacetona fosfato é regenerada, produzindo FADH, que entrega os elétrons a coenzima Q.

Deve-se notar que, quando a lancadeira do glicerol fosfato ¢ acionada, cada NADH origina apenas 2 ATP. O
decréscimo na producgdo de ATP por NADH citosélico oxidado garante a irreversibilidade do transporte de seus elétrons
para o interior da mitocondria, mesmo que a concentracdo de NADH no citosol seja baixa. Este sistema opera em plantas,
nos musculos de voo de insetos e em musculos esqueléticos e cérebro de vertebrados.
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Figura 11.18 Langadeira do glicerol-fosfato. A esfera representa a glicerol 3-fosfato desidrogenase situada na face externa da
membrana interna, que contém FAD como grupo prostético.

11.10 Transporte de metabdlitos através da membrana interna da mitocondria

A membrana interna da mitocondria, ao contrario da membrana externa, ¢ impermeavel & maioria dos compostos.
Apesar desta alta seletividade, o transito de muitos compostos entre a matriz mitocondrial e o citosol € propiciado pela
existéncia de sistemas transportadores — translocases ou permeases — presentes na membrana interna da mitocondria
(Figura 11.19). Quando ndo ha um transportador especifico, o composto é incapaz de atravessar a membrana. O transporte
mediado por translocases encontra-se descrito na Segdo 7.4.1.

Os sistemas de transporte da membrana interna da mitocondria mais bem conhecidos sdo:

1. Adenina nucleotidio translocase ou ATP/ADP translocase — efetua a troca de uma molécula de ATP da matriz
mitocondrial por uma molécula de ADP, externa. Sua atuagdo permite que o ATP sintetizado dentro da mitocondria possa
ser exportado para o citosol, onde ocorre a maioria dos processos que consomem energia. Esta translocase ¢ uma proteina
muito abundante, que chega a representar 15% do contetido proteico da membrana interna da mitocondria.

A ATP/ADP translocase pode ser inativada por inibidores especificos, com o consequente bloqueio da fosforilagao
oxidativa. Um deles, atractilosidio, ¢ um glicosidio toxico, isolado de uma espécie de erva daninha que cresce em
pastagens, podendo ocasionar o envenenamento do gado. Outro inibidor conhecido € o dcido bongcréquico, antibidtico
produzido por um fungo que cresce em uma comida tipica a base de coco (bongkrek, em indonésio). O resultado da
inibicdo da ATP/ADP translocase ¢ o colapso da fosforilagdo oxidativa e da cadeia de transporte de elétrons. Uma vez
fosforilado todo o ADP presente na matriz mitocondrial, a ATP sintase toma-se inativa, por falta de substrato (ADP); a
cadeia de transporte de elétrons, que atua acoplada a fosforilagdo oxidativa, também ndo pode prosseguir.

2. Fosfato translocase — catalisa o cotransporte (simporte) de fosfato (P;) e H' para a matriz mitocondrial. O transporte
de fosfato ¢ inibido por reagentes especificos para grupos sulfidrila, como a N-etil-maleimida.

E o resultado das a¢des conjugadas das translocases 1 e 2 que prové a ATP sintase dos substratos (ADP ¢ P,) de que
necessita.

3. Dicarboxilato translocase — promove a troca de dicarboxilatos (malato, succinato, fumarato e a-cetoglutarato) por
fosfato, ou troca de um dicarboxilato por outro.

4. Tricarboxilato translocase — efetua o antiporte de tricarboxilatos (citrato, isocitrato e fosfoenolpiruvato) por malato
ou por tricarboxilatos; também ¢ responsavel pelo transporte do fosfoenolpiruvato mitocondrial para o citosol.

5. Piruvato translocase — permite a entrada, na mitocondria, do piruvato produzido no citosol, acoplada a saida de
OH™.

6. Aspartato-Glutamato translocase — medeia a saida de aspartato da matriz em troca de glutamato € H"do citosol.

7. Sistemas transportadores de ions Ca*".

Apesar de saber-se, desde 1960, que as mitocondrias sdo capazes de transportar ions célcio, ainda nao foram
identificadas as proteinas envolvidas na movimentagdo do ion através da membrana interna. Existem varios sistemas
transportadores, dos quais sdo conhecidas apenas as caracteristicas funcionais, sendo os mais importantes: um mecanismo



uniportador que possibilita a entrada de Ca®" e dois antiportadores que promovem a liberagdo de Ca*" no citosol, a custa da
introdugio na mitocondria de Na* ou H* (sistemas Ca**/nNa* e Ca*/2H").
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Figura 11.19 Translocases da membrana interna da mitocondria, numeradas de 1 a 7 e descritas no texto.

As mitocdndrias, além do reticulo endoplasmatico, constituem um reservatorio de calcio e participam da regulacdo de
sua concentragio celular, colaborando para manter os niveis citosélicos de Ca®" caracteristicamente baixos, proximos de
10”7 M. Esta regulagdo ¢ fundamental, porque pequenas alteragdes na concentragio de célcio sinalizam o inicio de
processos celulares de grande importancia, que serdo analisados na Parte 4 — Regulacdo do Metabolismo.

Quando o acumulo de calcio na matriz mitocondrial ultrapassa os limites fisiologicos, a permeabilidade da membrana
interna aumenta abruptamente, devido a abertura de um canal na membrana, chamado poro de transi¢do de
permeabilidade (PTP). Trata-se de um transportador ndo especifico, permeavel a quaisquer ions e moléculas menores que
1,5 kDa, cuja atuagdo ocasiona a morte celular por necrose ou apoptose (morte celular programada).

O papel de PTP na necrose celular é bem estabelecido na vigéncia de isquemia no coragdo, cérebro e figado, quando as
concentragdes de calcio aumentam muito, assim como as de espécies reativas de oxigénio. O PTP ¢ estimulado e libera a
passagem de protons através da membrana interna, resultando a dissipagdo da forca préton-motriz e a impossibilidade de
sintetizar ATP.

Em determinadas condig¢des, quando a abertura de PTP ndo chega a causar deplecdo de ATP e necrose, pode ocorrer



apoptose. As proteinas, por ndo atravessarem PTP, ficam retidas na matriz mitocondrial e, como sua concentragdo ¢ maior
do que no citosol, a pressdo osmotica interna aumenta, ocasionando o inchaco por absorcdo de agua (swelling). A
membrana interna da mitocondria, gracas as numerosas cristas, ndo ¢ rompida, mas a externa, sim: o conteido do espago
intermembranas ¢ liberado, incluindo o citocromo ¢ que, uma vez no citosol, ativa uma cascata de proteases que
determinam a morte celular.

A dicarboxilato translocase e a aspartato/glutamato translocase participam da lancadeira do malato-aspartato (Figura
11.17). As atuacdes das demais translocases alistadas e ainda de outros sistemas transportadores estdo incluidas na
descri¢do das vias metabolicas.

O transporte de metabolitos e ions através da maioria das permeases da membrana interna da mitocdndria ¢ do tipo
ativo (Secdo 7.4.1). A energia necessaria para seu funcionamento ¢ derivada do gradiente eletroquimico gerado pelo
bombeamento de protons acoplado a cadeia de transporte de elétrons. Deste modo, as permeases contribuem para a
dissipagdo da forca proton-motriz, reduzindo o rendimento em ATP — uma parcela significativa da energia derivada do
transporte de elétrons ¢é utilizada para contornar a impermeabilidade da membrana interna.
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]0 espaco peri lasmdtico, ou periplasma, localiza-se entre a membrana plasmatica € a membrana externa de bactérias gram-negativas, como
s s
E. coli.



