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A teoria quimiosmotica e as membranas conservadoras de energia

COUPLING OF PHOSPHORYLATION TO ELECTRON AND
HYDROGEN TRANSFER BY A CHEMI-OSMOTIC TYPE
OF MECHANISM
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A teoria quimiosmotica e as membranas conservadoras de energia
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Propriedades das membranas mitocondriais

Metabdlitos e ions (~10kD) Citosol
itoso

Membrana externa mitocondrial

H,O; CO,; O, ADP; ATP; Pi; Na*; K*; Cl; H*; Ca**
Espaco intermembranas

Membrana interna mitocondrial

Matriz mitocondrial

A membrana mitocondrial interna é seletivamente permeavel!




Sistema de Transporte de Elétrons!

Espaco intermembranas
—— -0,4V Potencial de reducdo (V) 0,8V

NADH+H" NAD*

2H*+% 0, > H,0

Matriz mitocondrial



Espaco intermembranas . L+ H* e H+ H* H*

ISRNUAS d1V |LUPUOYIOUW

NADH+H* NAD* ADP + Pj

2H*+%0,>H,0 H
—

Fosforilacao Oxidativa!

A taxa de consumo de O, por uma suspensao de
células ou mitocondrias € uma medida muito
sensivel da atividade da cadeia transportadora de
elétrons!



Espaco intermembranas e L+ H* e H+ H+ H*
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Oligomicina A _I

NADH+H* NAD*

2H* +1% 0, > H,0

Rotenona Malonato Antimicina A KCN
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Eletrodo polarografico (eletrodo de Clark)

Usado inicialmente para medir a

—~— Insulating cap

concentragao de O, no sangue Insulating glass |
H H T Silver electrode Platinum cathode
durante cirurgias cardiacas Oxygen-permeable
Electrolyte Teflon
lectrolyte
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Leland C. Clark Jr. (1918-2005),



Respirometria de Alta Resolucdo (HRR)!




Parametros do Controle Respiratorio

Células Intactas

/B Routine Respiration z. Free Routine Activity

Leak Respiration

Electron Transfer Capacity

Residual Oxygen Consumption



Modelo de estresse nutricional em epimastigotas

Clone 14, da cepa CLde T. cruzi

Recuperag¢ao por 120 min (5mM)

Incubag¢ao em PBS por 16h
CRM

15
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Potencial de membrana interna mitocondrial (AW, )

* Principal componente do Ap (Forca préton-motriz)
* AW_ Responsavel por ~80 % (~150 mV) do Ap
* ApH Reponsavel por ~20 % (~30 mV) do Ap

Como medir potencial de membrana interna mitocondrial (AW, )

e Teécnicas baseadas no gradiente de concentracao de equilibrio de membranas seletivas
Permeaveis a cations monovalentes através da membrana interna e substituindo esses valores
Na equacao de Nerst. Ex: Safranina O

Nernst equation: AW =60 x log(K,\* / Koyr')

Mitchell and Moyle (1969), Nicholls (1974)



Safranina O
HsC N\ CHs
TOX
HaM N NH,
Espaco intermembranas '

HE,  H LT H* H* H*
H+ H+ H+ H H H+

H* A
NADH+H* NAD* ADP + Pi ATP

2H*+%0,>H,0  H
—



Safranina O
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“gquenching”



* Lipossoluvel e catibnico

Espaco intermembranas . L+ H* e H+ H* H*

Ht . H* e W M H* H* :
H* H+ H* H H H* H

H+
NADH+H* NAD* ADP + Pj

P 2H*+%0,>H,0  H

@ bt
ge¥
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* Valinomicina (ion6foro)

Espaco intermembranas . H H* 1+ H* H+
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Espaco intermembranas
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Espaco intermembranas
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“quenching” K*
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Potencial de membrana interna mitocondrial (AW, )
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Nernst equation: AW =60 x log(K,\* / Koyr')



Safranine fluorescence (a.u.)

Potencial de membrana interna mitocondrial (AW, )

Safranina O
Satranina O
HBC S N\\ CH3
90t
HzN 7 N:/ NH;
/’| o]
2
K’ . . .
b ,_ » | Valinomicina
PC12 PC12 O
/ _ FClCP @™ ”
40 3 40—-1 I
S ’ I
N
Q@
-
8 30 - K*
wn
o
o
>
9= 20_
Q
£
c
o
T 10-
w
0 I I 1 U I I I
0 10 20 30 0 4 8 12
Time (min) Time (min)

Nernst equation: AW =60 x log(K,\* / Koyr')
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Considere o grafico de um experimento hipotético de medicao do
consumo de oxigénio em uma suspensao de células intactas e
complete a linha vermelha (concentracao de O,), de maneira a
reproduzir as seguintes adicOes sequenciais na camara do
oxigrafo: a) células; b) titulacdo com Oligomicina A; c) titulacao
com protondéforo (FCCP) e d) Antimicina A.

Tempo



Fluorescéncia

Safranina

\

Considere o grafico de um experimento hipotético de medicao do
potencial de membrana interna mitocondrial em uma suspensao
de células permeabilizadas, e complete a linha vermelha
(intensidade de Fluorescéncia) de maneira a reproduzir as
seguintes adicdes sequenciais na cuveta do Fluorimetro: a)
substrato; b) ADP; c) Oligomicina A e d) protondforo (FCCP).

Tempo



