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Universidade de S&o Paulo Fosforilacao oxidativa: Sintese de ATP ...
ADP + Pi + nH', > ATP + nH'; + 1H,0
MODELO QUIMIOSMOTICO

- Fluxo de elétrons por carreadores criam um gradiente eletroquimico na membrana
mitocondrial interna 2 AG = ~190 kJ/mol de par de €’

= Forca Proton-Motriz
- A quebra deste gradiente esta acoplada com a sintese de ATP 2 AG = ~50 kJ/mol de ATP
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Universidade de S&o Paulo Fosforilacao oxidativa: Sintese de ATP
ADP + Pi + nH', > ATP + nH'; + 1H,0

Instituto de Quimica de Sio Carlow

v E a sintese de ATP pela enzima ATP sintase
v E o ponto final do processo aerébico de geracao de energia

v Difere da sintese de ATP por fosforilacao ao nivel de substrato, pois é dirigida
pelo transporte de elétrons.

v" ACOPLAMENTO QUIMIOSMOTICO: Conexao obrigatoria da sintese de ATP a CTE

£ ...

H-

Matrix

Nobel Prize
Membrane Winner, 1978,
Chemistry
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Fosforilacao oxidativa: Sintese de ATP

ACOPLAMENTO DA CTE E SINTESE DE ATP

o’ N
Instituto de Quimica de Sio Carlow
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Sintese artificial de ATP

= Em mitocondrias @)

isoladas Matriz H*] = 10-°M

[K*]=[CI-]1=0,1M
- Sem compostos para

fornecer e’ para a CTE ) EE %
- 1° 2 meio isotonico, %

2 2 12T 4ot [H1=10"°M
KCle pHO9 at.e o equilibrio T T ——
entre matriz e espaco
intermembrana
pH reduzido de 9 para 7;

valinomicina presente;

- 2° - reducao do pH auséncia de K*

externo para 7, presenca (b

de valinomicina, sem K* i e
Kt <<[c-] [H1=107

- Geracao de um e
gradiente de H* e | _ ++ é
eletroquimico N { ADP+ P,

- Sintese de ATP

H]=
10-7M

Instituto de Quimica de Sio Carlow

Valinomicina

- Antibiotico ionofero

- Carreador de K* 2
rompe o gradiente de K*

- No experimento =
Cria um potencial
eletroquimico na

membrana mitocondrial
onde a matriz fica
negativa
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A ATP-Sintase catalisa a quebra e formacao da ligacao fosfoéster repetidamente
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Universidade de S&o Paulo Fosforilacao oxidativa: Sintese de ATP
A Estabilizacao do ATP pela ATP-Sintase

Instituto de Quimica de Sio Carlow

Medidas cinéticas confirmam a proximidade do equilibrio para a reacao em condicoes
padrao

E_q 24 g1
Enz-ATP —= Enz-(ADP + P, K. = - e 2.4
1 S

- A reacao da ATP-sintase ocorre com AG? ~ 0
- A reacao de hidrodlise de ATP livre ocorre com AG? = -30,5 kJ/mol

A ATP-sintase liga ATP com K, de 1012 mol/L e ADP com K, de 105 mol/L
AG =2 40 kJ/mol

= A ligacao de ADP + Pi direciona para a formacao de ATP
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Universidade de Sdo Paulo Fosforilacao oxidativa: Sintese de ATP ... T
A liberacao de ATP pela ATP-Sintase é o passo limitante do processo

O gradiente de protons impulsiona a liberacao do ATP para a solucao

80
Enzima tipica ATP-sintase ATP
(em solugao)

60 |- ¥ \
—_ [\_ p ADP+P;
o A0+
i ES [E- ATP]
Y 5L E-ADP+P,

ﬂ -
E+5S

Coordenada de reacao
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Universidade de S&o Paulo Fosforilacao oxidativa: Sintese de ATP
= A Estrutura da ATP-Sintase
- Estrutura de periferia da superficie interna da MMI
- Complexo F, isolada da MMI tem atividade de hidrélise de ATP - “F,-ATPase”

Instituto de Quimica de Sio Carlow

- Complexo F, (b) Visio de cima de F, o

Heteroheptamero

- azBzy

- Hexamero a;B; DA » &
- Trimero de TR CONWERET A — ATP
dimeros af3 SR ‘

- Cada dimero aff
assume um
estado na

presenca de ATP,
ADP + Pi e vazio

(b) ' » {‘\

- Reflete diferentes estados conformacionais com diferentes
afinidades por ATP
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Universidade de Sao Paulo Fosforilacao oxidativa: Sintese de ATP -

Instituto de Quimica de Sio Carlow

A Estrutura da ATP-Sintase

- Complexo F,

- 9 proteinas de 5 tipos diferentes

- agPsyde

- A cadeia y
interage
principalmente
com a cadeia B
vazia

- As cadeias &¢
interagem com a F_

- Complexo F,
- Integral de membrana - subunidades ab,c,¢. ;-
- Canal de H,

- Vesiculas “Mitocondriais” desprovidas da F,
carreiam e’ mas nao criam o gradiente de H*

- Adicao da F, a estas vesiculas permite a
sintese de ATP
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Universidade de Sao Paulo Fosforilacao oxidativa: Sintese de ATP

Instituto de Quimica de Sio Carlow

Esquema do complexo estrutural da ATP-Sintase

- Complexo F,

- 9 proteinas de 5 tipos diferentes

- agPsyde

- Complexo F,
- Proteina Integral de membrana
-> subunidades ab,c;q ;5

- subunidade b, funciona como uma
alavanca interagindo com a
subunidade ad da F,

- Ponto de fixacao da F,

H+ (c0em mitocodndrias de leveduras)
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Universidade de Sio Paulo Fosforilacao oxidativa: Sintese de ATP ...

A catalise rotacional direcionada pelo fluxo de H+ é o mecanismo da ATP-Sintase

- 3 sitios cataliticos na subunidade B se revezam
na sintese de ATP

1° > B-ADP-Pi

- Mudanca conformacional para a conformacao
em alta afinidade por ATP - sintese de ATP

2° > B-ATP
- Mudanca conformacional para o estado de baixa 3p}
afinidade e saida de ATP

- A cadeia y estabiliza a cadeia B na conformacao
“vazia” reduzindo a afinidade por ATP e
induzindo mudancas conformacionais adicionais
nas cadeias vizinhas

3° 2 B-vazio

= O fluxo de H* pelo complexo dirige as
mudancas conformacionais em um unico sentido.
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Universidade de Sao Paulo Fosforilacao oxidativa: Sintese de ATP o~

Instituto de Quimica de Sio Carlow

A catalise rotacional direcionada pelo fluxo de H+ depende de catalise acido-base

Rotacao de
120° de v
(anti-horéria)
o~
7~

— Aspattic acid

Cytosolic half-channel

Matrix half-channel

Subunit a
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Universidade de S&o Paulo Fosforilacao oxidativa: Sintese de ATP o~

Inutituto de Quimica de Sio Carlow

Demonstracao experimental da rotacao da F, em funcao da F,

Filamento
de actina

- Rotacao reversa em angulos
de 120° F,

- Sistemas em hidrolise de -
ATP

- Filamento de actina
marcada com um marcador de F, ,’ ‘
fluorescéncia | > ADP + By

/
de His Residuos de Hiq'

Complexo de Ni
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Instituto de Quimica de Sio Carlow

A catalise rotacional direcionada pelo fluxo de H+ depende de catalise acido-base

O H+
° deslocado sai ek
no lado N.

©® Oanelcy,gira,

H’ '

Arg?" retorna ao Sl W RN
. H* H* H
rl:lelo-canal nolado jyemembrane " . o

g Cannot rotate
) «in either
H direction

© AArg?" gira,

deslocando - O processo se repete.
H+ das Asp. T l o B =

Meio-canal (lado N)

Meio-canal (lado P)

@® O préton desloca a Arg?'® H* @ O préton entra no

pgra a subunidade c meio-canal no lado P.
adjacente.
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Universidade de Sdo Paulo Fosforilacao oxidativa: Sintese de ATP ...
REGULACAO: Inibicdo devido a hipéxia

Efeito conjunto de varias vias metabdlicas

- Auséncia de Oxigénio < queda do devido a proteina HIF-1

gradiente de H+ Hipoxia (baxa pO,)
Transcrigio
de HIF-1
aumentada.
- ATP sintase poderia atuar hidrolisando o . Evitar EROs
ATP existente transportando H+ para o HIF-1 aumenta a transcricdo de
° Zi oteln,
espaco intermembranas etsverded,
Transportador
de glicose
- Proteinas Inibitéoria da F, = IF, Gicose
Enzimas | >
glicoliticas | ATP Dt
1
| puagkolbesumena, | PO — binidade

Lactato-
desidrogenase

Lackiio € Piruvato Subunidade  Substitul

s COXa-2 * COxXa-1
| Pruvato-
® : :h"aldwgv nase As propriedades do complexo
t?DH Pk lMM IV estdo adaptadas 3 baixa pQ;.
T acetiCoa
b \ 9
Ciclodo !
] Cadela iratoea
| dcdo ——p———» NADH. T+ Complexolv
| citrico ) 7 ’ N \
A / : ot
~~_--7 Ofuxodeelétrons O, *0;'0H  H0
de NADH e FADH,
para a cadela A produgao de

respiratoria decresce.  ERO é reduzida.

Transcricio T Fluxopelarota . Fluxo pela rota
aumentada | diminuido : aumentado
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Universidade de S&o Paulo Fosforilacao oxidativa: Sintese de ATP

Instituto de Quimica de Sio Carlow

REGULACAO: Depende da concentracao do Aceptor de Pi > ADP

Depende do Status energético
Situacao 1) Alta [ATP] - Inibida - alto teor energético
- ATP sintase para 2 Acumula H+ no espaco intermembranas
= Para a CTE devido ao alto gradiente eletroquimico - acoplamento
< Acumulo de ATP, NADH e FADH, - para o ciclo de Krebs

Situacao 2) Alta [ADP] = Ativada - baixo teor energético
= ATP sintase ativa 2 consumo de H+ no espaco intermembranas
= CTE Ativa devido ao baixo gradiente eletroquimico - acoplamento
- Acumulo de AMP/ADP, NAD+ e FAD - Ativa o ciclo de Krebs

= Um ser humano tipico (70 kg) tem aproximadamente 100 g de ATP
= ATP tem um alto nuimero de renovacao - turnover number
- Em repouso: 40 kg de ATP em 24 horas 2> 28 g/min
- Em exercicio vigoroso 2 500 g/min
- Para corrida de 2 horas 2 60 kg de ATP

- O Organismo esta constantemente oxidando combustiveis para formar ATP
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Universidade de Séo Paulo Fosforilacao oxidativa: Sintese de ATP ... T
REGULACAO: Acao coordenada das vias produtoras de ATP

- Controle interconectado com a via glicolitica e ciclo de Krebs
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