
Como ‘calcular’ mitocôndrias?
Tópicos em bioenergética

Ariel M Silber; Mayke B Alencar, 22 de set 2020



A teoria quimiosmótica e as membranas conservadoras de energia

Peter D. Mitchell
Teoria quimiosmótica, 1961.
Nobel em Química, 1978.



(Stephan, T. et. Al, 2020)





A teoria quimiósmótica e as membranas conservadoras de energia



Membrana externa mitocondrial

Membrana interna mitocondrial

Citosol

Espaço intermembranas

Matriz mitocondrial

Metabólitos e íons (~10kD)

H2O; CO2;  O2 ADP; ATP; Pi; Na+; K+; Cl-; H+; Ca++

A membrana mitocondrial interna é seletivamente permeável!

Propriedades das membranas mitocondriais



Matriz mitocondrial

Espaço intermembranas
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Sistema de Transporte de Elétrons!

TCA

Potencial de redução (V)- 0,4 V 0,8 V
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Fosforilação Oxidativa!

A taxa de consumo de O2 por uma suspensão de 
células ou mitocôndrias é uma medida muito 

sensível da atividade da cadeia transportadora de 
elétrons!
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Eletrodo polarográfico (eletrodo de Clark)

Leland C. Clark Jr. (1918-2005),

Usado inicialmente para medir a 
concentração de O2 no sangue 
durante cirurgias cardíacas



Respirometria de Alta Resolução (HRR)!



Parâmetros do Controle Respiratório

Células Intactas

Routine Respiration

Leak Respiration

Electron Transfer Capacity

Residual Oxygen Consumption

Free Routine Activity



Modelo de estresse nutricional em epimastigotas

15

Epimastigotas em fase exponencial
Lavagem  em PBS (2x)

Clone 14, da cepa CL de T. cruzi

Incubação em PBS por 16h

Gly
Ser

Thr
His

Recuperação por 120 min (5mM)

CRM
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MCR
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Potencial de membrana interna mitocondrial (ΔΨm )

Mitchell and Moyle (1969), Nicholls (1974)

• Principal componente do Δp (Força próton-motriz)
• ΔΨm Responsável por ~80 % (~150 mV) do Δp
• ΔpH Reponsável por ~20 % (~30 mV) do Δp

Como medir potencial de membrana interna mitocondrial (ΔΨm )

• Técnicas baseadas no gradiente de concentração de equilíbrio de membranas seletivas
Permeáveis a cátions monovalentes através da membrana interna e substituindo esses valores
Na equação de Nerst.  Ex: Safranina O

Nernst equation: ΔΨm = 60 × log(KIN
+ / KOUT

+)
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Safranina O
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Safranina O

“quenching”

• Lipossolúvel e catiônico
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• Valinomicina (ionóforo)
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Nernst equation: ΔΨm = 60 × log(KIN
+ / KOUT

+)

Potencial de membrana interna mitocondrial (ΔΨm )



Nernst equation: ΔΨm = 60 × log(KIN
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Safranina O

Potencial de membrana interna mitocondrial (ΔΨm )

Valinomicina

Safranina O



Obrigado pela 
atenção!
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Considere o gráfico de um experimento hipotético de medição do
consumo de oxigênio em uma suspensão de células intactas e
complete a linha vermelha (concentração de O2), de maneira a
reproduzir as seguintes adições sequenciais na câmara do
oxígrafo: a) células; b) titulação com Oligomicina A; c) titulação
com protonóforo (FCCP) e d) Antimicina A.
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Considere o gráfico de um experimento hipotético de medição do
potencial de membrana interna mitocondrial em uma suspensão
de células permeabilizadas, e complete a linha vermelha
(intensidade de Fluorescência) de maneira a reproduzir as
seguintes adições sequenciais na cuveta do Fluorímetro: a)
substrato; b) ADP; c) Oligomicina A e d) protonóforo (FCCP).

Safranina


