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FOSFORILACAO OXIDATIVA

1) TRANSPORTE DE ELETRONS NA MEMBRANA DE MITOCONDRIA

2) SINTESE DE ATP

MitocOndria eucariotos, citosol
bactérias (transportadores de e
ligados a membrana plasmatica)
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A Cadeia De Transporte dos Elétrons
Envolve Complexos Proteicos

- Lise das mitocondrias com
detergente resulta na liberacao
dos complexos protéicos.

- Quatro complexos (I até IV)
podem ser separados por
cromatografia de troca cationica,
e estudados separadamente.
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Carregadores sao proteinas integrais com grupos
prostéticos capazes de aceitar e doar 1 ou 2 elétrons

1L1:1ARREER  Os componentes proteicos da cadeia mitocondrial de transferéncia de elétrons

Proteina/complexo enzimatico Massa (kDa) Nimero de subunidades* Grupo(s) prostético(s)
I NADH-desidrogenase 850 43 (14) FMN, Fe-S

II Succinato-desidrogenase 140 4 FAD, Fe-S

[IT Ubiquinona: citocromo c-oxidorredutase 250 11 Hemes, Fe-S

Citocromo ¢’ 13 1 Heme

IV Citocromo-oxidase 160 13 (3-4) Hemes; Cu,, Cup

*Niimero de subunidades em equivalentes bacterianos entre parénteses.
t . - I r ’ . 4
O citocromo ¢ nao é parte do complexo enzimético; ele se move entre os complexos III e IV como proteina livremente solhivel.

Treés tipos de transferéncia de e em FO:

1) Transferéncia direta (reducao de Fe*3 a Fe*2; grupo heme

citocromos)
2) Transferéncia na forma de um atomo de hidrogénio (H* + e°)

3) Transferéncia de um ion hidreto (:H-) quetem 2e e1 H*



NAD (Nicotinamide adenine dinucleotide)

A forma NADH ¢ obtida pela reducao do NAD™ com dois elétrons e
aceitacao de um proton (H") — ion hidreto (:H")

Oxidized: NAD* Reduced: NADH T edetad
hydrogen
o H H
0 0
7 C—NH; | H C—NH,
+2e
-~
N” Nicotinamide
Ribose
: The nitrogen
< that was
Adenosine Adenosine positively
+ . Wt S et charged in
NAD™ + H™ + 2 e~ == NADH N

ion hidreto
(:H-)



NAD®+ 2¢° + 2H® — NADH + H®

OXIDIZED  PICKSUP2e IS REDUCED
STATE; and 2H* REDUCED STATE
FROM FOOD;
@ @ © @
NADH + H > NAD + 2¢ + 2H
REDUCED IS  OXIDIZED  TRANSFERS
STATE; OXIDIZED STATE e- TO OTHER
E.T.C. TO
GENERATE
ATP

E possivel reverter alguns dos efeitos
do envelhecimento, mediante o
aumento dos niveis de NAD™ (que
caem naturalmente com a idade, em
todas as células do corpo).

Gomes et al., Cell, (2013)
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Flavina-adenina dinucleé6tido (FAD) i i

NH
N N0
OH
Ho” O
"0
. , . 0=P.
Seu estado oxidado (FAD™") é reduzido a FADH2 pela HO_ 2
. ~ . , . A e O=r. _
aceitacao de dois atomos de hidrogénio (cada um formado por HO LL o /=N
, ’ . ~ e -N ) "
um elétron e um proéton), de acordo com a seguinte reacao: L Ty
HO o NN
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Transportadores

O transporte de elétrons e protons é realizado por

1) complexos enzimaticos transmembrana contendo citocromos,
2) um lipidio denominado coenzima-Q (ubiquinona)
3) uma proteina soltvel contendo o citocromo c



Resumo do fluxo de elétrons e protons pelos quatro complexos da cadeia respiratoria |
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» Succinato
Fumarato 2H*

NADH + H* NAD* Ubiquinona — o aceptor final e no complexo I.

Composto hidrofébico — transportador de e" e
H* que fica associado com a membrana interna 13



Complexo II - Succinato-Q oxidoredutase (ou succinato desidrogenase)

Succinate + Q — Fumarate + QH,

(Lembra: succinato W Q
desidrogenase — enzima Fe-S ’ \"“I‘"T

do ciclo de Krebs) centers
Heme \
‘ +

FADH2

\X/

Succinate Fumarate + 2 H+

Succinato desidrogenase — reducao de FAD* em FADH, primeira etapa de transporte de
elétrons para Q (ubiquinona).

A enzima fornece elétrons a cadeia de transporte, mas nao transporta protons.
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Para cada NADH que se oxide, ou seja, para cada par de elétrons
transportados pelos complexos I, III e IV ha sintese de 3 ATP

Para cada succinato (recebe o complexo II: FADH,,), o complexo I
é saltado, pelo qual o gradiente de elétrons formado € menor e s6 se
sintetizam 2 ATP



Experimentos para determinar a

ordem dos carregadores de elétrons
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1) Experimento usando inibidores

Antes do Depois do

bloqueio bloqueio
(reduzidos) (oxidados)

Doador NADH ® Q Cytb — Cytc, —> Cytc — Cytla+a) — O,

v

de

elétrons

v

NADH > Q

NADH >Q

v

FIGURA19-6 Método para a determinagdo da sequéncia de carrega-
dores de elétrons. Este método mede os efeltos de inibidores da transfe-
réncia de elétrons no estado de oxidacao de cada carregador. Na presenca
de um doador de elétrons e de O,, cada Inibidor causa um padrao caracte-

Cytb —— Gytgg, —— Gytce —— Gyt(a+a,) —— O,

ytb — Ot — Qyite —— Qyta+a,) — O,

ristico de carregadores oxidados/reduzidos: aqueles antes do bloqueio tor-
nam-se reduzidos (em azul), e aqueles apds o bloquelo tornam-se oxidados
(em cor salmao).
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2) Experimento medindo E?’
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Complex III
A =0490V  (<----- Antimycin A
(AG*' =-36.7 kJ . mol?)
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|

Complex IV
A% = 0.580 V. (< ----- CN™
(AG®' =-112 kJ . mol})

2e

2H* + Y20, H,0 (+0.815V) E©’

Potenciais de
reducao (E°") dos
carregadores de e
individuais foram

experimentalmente
determinados:
funcionam em
ordem crescente
de E°” porque e
tendem a fluir
espontaneamente de
carregadores de E°’
menores para
carregadores de E°’
maiores
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SINTESE DE ATP

A energia do gradiente de protons é conservada em ATP



Teoria quimiosmotica: formacao do potencial eletroquimico

Acoplamento da cadeia de transferéncia de elétrons e sintese de ATP

-
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Matriz
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NADH + H*

Forca préton-motriz

Sintese de ATP impulsionada

ApH pela forca préton-motriz

alcalino no lado interno)

+ A

Potencial quimico
(negativo no lado interno)

Potencial elétrico
—_—
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-
Teoria quimiosmotica: analogia da hidrelétrica
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Estrutura da F F,-ATP sintase (ATPase)

Porcao periférica,
microesferas visiveis ao
microscopio eletronico

Porcao que fica
embebida na membrana

10-12 C
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Estrutura completa da F F,-ATPase

A sintese de ATP ocorre
nas subunidades beta (3
sitios ativos) da F,

Matriz da mp
mitocondria
b, ADP + P;
: - N ide
Membrans e
interna - zh)‘“‘\t‘m | saida de protons).

DOOOOC

H+ 23



A estrutura da F,-ATPase pode assumir 3 conformacoes

Durante a catalise, cada um
dos sitios assume,
sequencialmente, uma

configuracao, de tal modo
que, em um dado instante,
etapas diferentes estao
ocorrendo nos 3 sitios

(subunidade [3)
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Video completo

Video Respiratory chain
https://www.youtube.com/watch?v=xbJonbzt5Kw

Video ATPase
https://www.youtube.com/watch?v=XI8m600gXDY



REGULACAO E INTEGRACAO DA
FOSFORILACAO OXIDATIVA



Integracao da Fosforilacao oxidativa

— 2 processos para garantir o fluxo metabolico

1) Transferéncia dos elétrons do
NADH gerados na glicolise do
citoplasma a matriz da mitocondria.

2) ADP e Pi (substratos para a ATP
sintase) devem entrar na mitocondria e
o ATP (produto da ATP sintase) deve
sair.

Glicélise
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1) ATP acumula no matriz da mitocondria, ADP e Pi acumula no citoplasma
— como o ATP passa a citoplasma, e ADP e Pi entram na mitocondria?

Adenina-nucleotideo- Fosfato-
-translocase ATP-sintase -translocase
(antiportador) (simportador)
Espaco ATPA- -3
intermembrana A ADP?~ " H,PO,
++++ ++ + + /+++ H + + + -
COOOOO0OO00NON0NN0NN. ssvscesss il amn g O000R000 00
' !
PSSV S000950383050009 0 DOCCIIIIi {__J‘? OO0 200
Matriz | !l \\1_
i V an Voo N

Co-transporte de
ATP, ADP e PO,3




2) Considerando que a MI nao é permeavel a NADH,
como pode o NADH gerado pela Glicolise no citosol
ser reoxidado a NAD* pelo O, na cadeia respiratoria?

Lancadeiras

Transferéncia de equivalentes redutores para a mitocondria



Transferéncia de equivalentes redutores para a mitocondria

O NADH nao pode passar para a mitocondria para ser oxidado pela cadeia
respiratoria, uma vez que a membrana mitocondrial interna é impermeavel ao
NADH e ao NAD*. A solucao é que os elétrons do NADH, em vez do proprio
NADH, sejam transportados através dessa membrana.

Lancadeiras

“ Lancadeira do glicerol-3-fosfato

“ Lancadeira do malato-aspartato



2) Transferéncia dos elétrons do NADH gerados na glicolise do citoplasma a matriz da

mitocondria — O trocador glicerol-3-fosfato

Lancadeira do glicerol-3-fosfato
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CH,OH /
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CHZ—O—CP) mitocondrial /]
(
CRORERROX q
- QH, \\ »Complexo
) i
O(ﬁmxmxxxmmmxx;y/
(
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-
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2) Transferéncia dos elétrons do NADH gerados na glicolise do citoplasma a matriz da mitocondria
— O trocador malato-aspartato

Lancadeira do malato-aspartato
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Transportador de /‘g \8/

glutamato-aspartato
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O rendimento de ATP da oxidacao completa de glicose

{LUIAVREER Producdo de ATP a partir da oxidagao completa da glicose

Processo Produto direto ATP final
Glicolise 2 NADH (citosélico) 6%

2 ATP o
Oxidacao do piruvato (dois por glicose) 2 NADH (matriz mitocondrial) 6
Oxidacao da acetil-CoA no ciclo do acido citrico 6 NADH (matriz mitocondrial) 18
(duas por glicose) 2 FADH, 4

2 ATP ou 2 GTP 2

Producéo total por glicose

O calculo admite - 3 ATP por par de elétrons entrando em complexo I ATP
2 ATP por par de elétrons entrando em complexo II

Calculo alternativo —
10 H* translocados por par de elétrons entrando em complexo I — total de 10 NADH = 100 H*
6 H* translocados por par de elétrons entrando em complexo II — total de 2 FADH, = 12 H*
3 ATP por gira de F,, (requer 10 prétons, um por subunidade ¢) = (112/10) x 3 = ~34 ATPs
TOTAL: 34 + 2 de glicélise + 2 GTPs do ciclo de Krebs = 38

Neste calculo, o nimero de ATP por glicose depende do naimero de subunidades c em F,,. i



Regulacao da producao de ATP — o efeito Pasteur

Louis Pasteur (1861) notou que o consumo de glicose e
producao de etanol diminuiu em condicoes aerdbicas —
denominado o efeito Pasteur

As contas (por glicose):
Fermentacao etilica — 2 ATP
Metabolismo aerobica — 38 ATP

Conclusao - ATP tem uma influencia forte nos fluxos
metabolicos nas vias da oxidacao de glicose (regulacao
interconectada da Glicolise, TCA e FO).

Confirmado nos experimentos

Fluxo metabdlico regido pela balanca
ATP/ADP
NADH/NAD*
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