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Ssterna -sintase

ATP-sintase

Membrana interna

Impermeavel a maioria das
pequenas moléculas e fons,
incluindo H*

Contém:

* Transportadores de elétrons
da cadeia respiratéria
(complexos HV)

* ADP-ATP-translocase
* ATP-sintase (F,F;)

® Qutros transportadores de
membrana

Matriz

Contém:

* Complexo da
piruvato-
-desidrogenase

* Enzimas do ciclo
do acido citrico

* Enzimas da
B-oxidacao de
acidos graxos

* Enzimas de
oxidacao de
aminoacidos

* DNA, ribossomos

* Muitas outras enzimas

* ATP, ADP, P, Mg?*, Ca?*,K*

* Muitos intermedidrios metabélicos
soltveis

Canais de porinas
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Os complexos da cadeia

e ,/\ - c;':
[ V & = . foo®
respiratoria & Aok
TN o 4

DI *o Osmotic rupture
; ;' \,: :\.J/L»g,
Vv =8

Inner \ ‘ ‘3/

b N 7|
—- A

ter membrane

gments
carded

ATP
synthase

Intermembrane

space (p side) 20

IQMIVUW} Qi .
¥ 'l.'."‘ih“

:")f.xunr_

NADH +H*  NAD* Succinate Fumarate
Matrix (~ side)



"
(a) Mitocondria
© Substrato reduzido @ Carregadores de elétrons

(combustivel) doa e—. bombeiam H+ para fora quando
os elétrons fluem para o O,.

MembraHa_ Ca rregladorti:s de elétrﬂn_s {(adeia respiratéria}H _ H7 i
mitocondrial +H H H H N H
interna N
\ = + H
+ i
H~ — /E' — + H-
+ _ Doadorde H* 0, o+
e~ reduzido (aceptor de e—)

® | Energia do fluxo de e— estocada na
forma de potencial eletroquimico.

+ ATP-sintase +
H+ _ Jnf‘.[f.'lP+F’i _ H+
- — - — -

H+
HY ATP — L H*
H+ + + + + -
H+ H+ H+ H+ e e H+ H
H+ HT H+ H+

@O A ATP-sintase usa o potencial
eletroquimico para sintetizar ATP.

FIGURA19-1 O mecanismo quimiosmético para a sintese de ATP. (a)
Em mitocdndrias, os elétrons se movemn por uma cadeia de transportadores
ligados a membranas (a cadeia respiratoria) espontaneamente, governados
pelo alto potencial de reducdo do oxigénio e pelos potenciais de redugao
relativamente baixos dos diversos substratos reduzidos (combustivel) que
sofrem oxidacdo na mitocdndria. (b) Em cloroplastos, o movimento de elé-
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Aceptores Universais de elétrons

v A fosforilacdo oxidativa comeca com a entrada de e~ na cadeia transportadora
de e/cadeia respiratéria.

v" A maioria dos e surge da acido das desidrogenases, que coletam e das vias
catabolicas e os canalizam para os aceptores universais de e:

\

@D*: Nicotinamida adenina dinucleotidio
NAD* + 2e” + 2H* =

NADH + H* msusy Associa reversivelmente
a desidrogenases

FAD: Flavina-adenina dinucleotidio Fortemente associado, portanto,

FAD + 2e- +2H* " FADH, “%¥» seu potencial de redugcao depende
da proteina ao qual esta

\ associado j




Carregadores de elétrons da cadeia
respiratoria

" v Ocorrem 3 tipos de transferéncia de elétrons: )
1 — direta de elétrons (ex: Fe3+ + 1e- = Fe?)
2 — na forma de hidrogénio (H)
3 — na forma de ion hidreto (H)

\_ J
ﬁ 3 tipos de moléculas carregadoras \

1 — ubiquinona : soluvel na bicamada lipidica on
(movel), carrega e e H*
CH,0 R
o (QH)
oxidized form H* 4 reduced form
of Coenzyme Q of Coenzyme Q
o o OH

CH30 CH, e CH40 cHy HY+e” CH,0 CH;
CH,O R ) ~ CHyO R CH,0 R
0 g- G/\m o OH
ubiquinone 10 semiquinone ubiguinol
| =
(Q) (Q) (QHz)
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Carregadores de elétrons da cadeia respiratoria

v’ 3 tipos de moléculas carregadoras
1 — ubiquinona: soluvel na bicamada lipidica, carrega e e H*
2 — citocromos = Mitocondrias tem 3 classes (a, b e ¢)

S—Cys

CHas CHCH;
Cys—>S

CH,CH CH,

A~ 550nm

CH, CHZCHQCOO_\

CH; CH,CH,COO

CH,CH,CO0~

CH; CH;CH,COO™
7\" 600 nm Ferro protoporfirina IX

(em citocromos tipo b)

Heme ¢

(om citocromos tipo ¢ Proteina Periférica a
membrana mitocondrial -
ligacoes tioéster (2 Cys) -
soluvel em agua (movel)

Hs CH=CH-

CH,CH,CO00~

CH,

CH,CH,CO0~

A~ 560nm T

em citocromos tlpO CI

Proteinas integrais da
membrana mitocondrial
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Carregadores de elétrons da cadeia respiratoria

v’ 3 tipos de moléculas carregadoras
1 — ubiquinona: soluvel na bicamada lipidica, carrega e e H*
2 — citocromos
3 — clusters ferro-enxofre

(a) (b) (<) S—Cys
P Fe/
5 \ _:_\\S

Cys—S\ /S\\ fS—Cys Cys— & Fe’?r’fx
Cys —S S —Cys Fe Fe - 9.
\‘\ d A '

Fe S N 2 Cys—S—Fe " “tyy

/ N ~ S ” \\\ __ff"fj Fe—5S *Cys

Cys 5 S Cys Cys — S" ® o S
Proteina

v' Ha pelo menos 8 proteinas com cluster Fe-S na cadeia respiratdria

v O potencial de reducdo do cluster Fe-S varia dependendo do
microambiente em que esta inserido (-0.65 a +0.45)
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O que ordena (organiza) a cadeia respiratoria?

(LA NV 2R Potenciais de reducdo padrdo da cadeia respiratdria e de caregadores de elétrons relacionados

Reacdo redox (meia-reacio) E° (V)
oH" + 26" —>H, —-0,414
NAD™ + H" + 2¢” —> NADH —0,320
NADP™ + H™ + 2¢~ — NADPH —0,324
NADH-desidrogenase (FMN) + 2H™ + 2¢~ — NADH-desidrogenase (FMNH,) —0,30
Ubiquinona + 2H™ + 2¢~ — ubiquinol 0,045
Citocromo b (Fe'*) + e~ —— citocromo b (Fe*") 0,077
Citocromo ¢, (Fe’") + e~ — citocromo ¢, (Fe*™) 0,22
Citocromo ¢ (Fe®*) + e~ — citocromo ¢ (Fe*™) 0,254
Citocromo a (Fe*") + e~ — citocromo a (Fe*") 0,29
Citocromo a, (Fe*) + e~ — citocromo a, (Fe™") 0,35
08166

10, + 2H" + 26" —> H,0
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Os carregadores de elétrons sdo organizados em
complexos multienzimaticos '

{ = /
o u'C

ATP-

-sintase Jk,?#]v w

BLUEALREER Os componentes proteicos da cadeia mi

Proteina/complexo enzimatico Grupo(s) prostético(s)

I NADH-desidrogenase FMN, Fe-S

II Succinato-desidrogenase FAD, Fe-S

[IT Ubiquinona: citocromo c-oxidorredutase Hemes, Fe-S
Citocromo ¢’ Heme

IV Citocromo-oxidase Hemes; Cu,, Cu,
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Cadeia de Transporte de Elétrons

-NADH — O,
- Sequéncia de reacgbes de oxido-redugao

- Componentes da membrana mitocondrial interna

NADH —s Complexo |

E0=-032 E°~-030 \ E0~0.20 E0 ~ 0,60
CoQ— lll —scitc -1V — 0O,

/EO = 0,05 E0 = 0,24 E0 = 0,82
Complexo || (FADH,)

E0 = .0,04
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Complexo | (NADH:ubiquinona oxirredutase): NADH a ubiquinona

4H*
A
Complex I Intermembrane

space (P side)

B
CH:0 (CHy; —CH=C—CHs);,—H

Ubiquinone ()

CH;0O CH, ifully oxidized)

"Matrix (N side) 0

P H +e
D‘
CH;O R
Semiquinone radical
(QH")
/ CH,0 CH,

v 6 centros Fe-S cro H .

Ubiquinol (@)

(fully reduced)
CH350O CHjy
OH
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Complexo Il (succinato desidrogenase): succinato a ubiquinona

Espaco intermembrana Acetil-CoA
(lado P)
Fosfatidiletanolamina

Citrato

Oxaloacetato |socitrato
blale Cicl
clo o, NADH
do acido =
Malato citrico

wa-Cetoglutarato
0,

Fumarato NADH
(lado N) FADH, Succinil-CoA
Succinato
GTP
(ATP)
Sitio de v" Via de transferéncia de elétrons:
i Succinato & FADH, & Fe-S= Q

succinato
/ v' Contém grupo heme (heme b)=» néao

participa da via direta de transferéncia de
elétrons, mas evita o vazamento de
elétrons para o O,

v' 3 centros Fe-S



A coenzima Q € o ponto de convergéncia de e-

(0] o OH 7 .
H + e H + e Além da succinato
CH,0 CH, CH,0 CH, CH,0 CH, .
o L-_ #— desidrogenase, outras

CH,0 (CH;—CH=C—CH,),H CH,0 R CH,0 R . t b s

I Ly I enzimas também

Ubiquinona Semi-ubiquinona Ubiquinol repassam e de seus
Q) (QH") (QH,)

FADH para a coenzima Q

Glicerol 3-fosfato
|

glicerol 3-fosfat

0 €
ESPACO desidrogenase
INTERMEMBRANAS — — -
‘ =

. —
|\ e
| i il
L T l
MATRIZ I | 1 o I
& | |
| € ETF - CoQ ' _
NADH | oxido-redutase «{e = ETF «{g — aci-CoA <«{¢ )~ Acil-CoA
Succinato (Fe-S / FAD) (FAD) desidrogenase

(FAD)
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Complexo lll (ubiquinona:citocromo ¢ oxirredutase):
ubiquinona ao citocromo ¢

Protelnas ferro- 4H +

Espaco Intermembrana  / Citc ;
[ -enxofre de Rieske

(lado P)

Heme ¢,

Matriz
(lado N)

QH, + 2 cit ¢ + 2H* > Q + 2Cit ) + 4H*p



Complexo lll (ubiquinona:citocromo ¢ oxirredutase):
ubiquinona ao citocromo ¢

O

Espaco

intermembrana

intermembrana . g . Solavel no espago
(lado P) : ;—

(lado N)
\ Citocromo b /




Complexo IV (citocromo oxidase): citocromo ¢ ao O,

(lado P)

Matriz
(lado N)

N

Espaco intermembrana

Heme a3 1 |

Subunidade
1

4H+
(substrato)

4Citc

Subuni

\

\
4H+ 2H20

(bombeado)

Cit C
v
Cu,/Cu,

A 4
Heme a

v
Heme a,
v
Cug/Cug

v
O,

v" Redugéao do O, por 4e- ocorre em
passos de 1e-

v Intermediarios fortemente ligados
ao complexo
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Resumo do fluxo dos elétrons

Espaco Intermembrana

(lado P) 1]

PO 200006

0005 7
QH, B QH, g

‘ -......... % esessase 7’ £

( 7
)
&
\,_y/

Succinato
Fumarato

Matriz (lado N)

NADH + H* NAD*

(
NADH + 11H* + %2 O, & NAD* + 10H* + H,0

FADH, + 6H*y+ 120, FAD + 6H* + H,O

N\ J

http://higheredbcs.wiley.com/legacy/college/voet/0470570954/animated_figs/4e ch22/22-14 4e.html




Cadeia de Transporte de Elétrons

-NADH — O,
- Sequéncia de reagbes de oxido-redugao

- Componentes da membrana mitocondrial interna

NADH —s Complexo |

EC=-032 EC ~-0,30 \ EC~ 0,20 E° ~ 0,60
CoQ— I —scitc — IV — O,

/ E0 = 0,05 E0 = 0,24 E0 = 0,82
Complexo Il (FADH,)

E0 = 0,04
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Modelo Quimiosmaoético de Mitchell
(Forca proton motriz)

N side
H'ly = C

OH™
OH™
OH™
H" OH™
OH™
OH™
OH™

v' Energia de transferéncia de e é conservada na forma de energia
eletroquimica (diferenga de carga e de concentracao).

v" Qdo H* flui espontaneamente a favor de seu potencial eletroquimico = por
meio de um poro para protons na ATP-sintase = gerando energia para
realizar trabalho e impulsionar a sintese de ATP
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Acoplamento Quimiosmaotico

Espaco Intermembrana
(lado P)

(lado N)

NAD*
NADH +H*

Succinato Fumarato

Forga préton-motriz

Potencial quimico
ApH
(alcalino no lado interno)

+

Potencial elétrico
Ay —
(negativo no lado interno)

Sintese de ATP impulsionada
pela forca préton-motriz

FIGURA19-19 Modelo quimiosmético. Nesta simples representacdoda  (Ad) (combinados, a forca préton-motriz). A membrana mitocondrial interna
tearla quimiosmdética aplicada as mitocéndrias, os elétrons do NADH e de &impermeavel a prétons; os prétons sé podem retornar & matriz através de
outros substratos oxiddvels passam por melo de uma cadela de carregado-  canals especificos de prétons (F). A forca préton-motriz gue direciona os
res assimetricamente arranjados na membrana interna. O fluxo de elétrons préotons de volta para a matriz proporciona a enargla para a sintese de ATR
& acompanhado pela transferéncia de prétons através da membrana, pro-  catalisada pelo complexo F,, associado ao F_.

duzindo tanto um gradiente quimico (ApH) quanto um gradiente elétrico



Sintese do ATP pela ATP-sintase

e

(a)

= F, (proteina periférica)

== F, (proteina integral a membrana)

H+ (c0em mitocdndrias de leveduras)

v' Subunidades f =»sitio catalitico para a sintese de ATP.

v Embora as sequéncias de aa das trés subunidades f sejam idénticas, suas conformagées
diferem, em parte devido a associagcdo da subunidade ycom apenas uma das trés

v’ [-ATP; p-ADP; [-vazio



Sintese do ATP pela ATP-sintase

=

(a)

B Z

== [, (proteina periférica)

== [, (proteina integral a membrana)

(XIS

LadoP N
CgaCysg

H+ (c0em mitocdndrias de leveduras)

O 4H+ (1H* usado p transporte de ATP, ADP e Pi) = 1ATP
d NADH = 10H* = ~3 ATP
d FADH, = 6H* = ~2 ATP
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Sintese do ATP pela ATP sintase

=
A

| ADP
lﬂ +Pi

-"Il I_,-f"-- T

FIGURA19-26 Modelo de troca de ligagdo para a ATP-sintase. O complexo F,
tem trés sftios nao equivalentes para ligacao de nucleotideos de adenina, um para
cada par de subunidades @ & 8. A cada momento, um destes sitios esta na confor-
macao B-ATP (que liga firmemente ATP), um seqgundo esta na conformacao B-ADP
(ligacao frouxa) e um tercelro estd na conformacao B-vazio (ligacao muito frouxa). A
forga préton-motriz causa a rotagdo do elxo central — a subunidade , mostrada com
seta verde —que entra em contato com cada par de subunidades af e sucessio. Isto
produz uma mudanga conformacional cooperativa, na qual o sitio B-ATP & convertido
para a conformacao B-vazio e o ATP se dissocla; o sitio B-ADP & convertido para a con-
formagao B-ATE que promove a condensagdo de ADP + P, ligados, para formar ATP;
e o sltio B-vazio se torna um sitio B-ADE que liga frouxamente ADP + P, vindos do
solvente, Este modelo, com base em achados experimentals, requer que pelo menos
dols destes trés sitlos catallticos alternem em atividade; o ATP nao pode ser liberado
de um sitio a ndo ser que (2 até que) ADP e P, sz liguem zo outro sitio.

https://www.youtube.com/watch?v
=JdjCzhAS2NS8

https://www.youtube.com/watch?v
'- =rdF3mnyS1p0&t=145s






A passagem de protons também tem
importancia indireta na sintese de ATP

Intermembrane ) Matrix
space B E

Adenine i i 4

nucleotide ATP" = ATP*

translocase ADPa_ . T

(antiporter)

ATP + +
H H

gynthase

Phosphate  1,p0; .
translocase + ' +
{symporter) H { H
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A CR e direta e indiretamente
regulada pela concentracao de
ADP e pela relacao ATP/ADP

’

Sempre que o consumo de ATP aumenta, a
velocidade da cadeia transportadora de
elétrons e da fosforilagao oxidativa aumentam.

v' Simultaneamente, a velocidade de oxidacao
do piruvato pelo ciclo do acido citrico aumenta,
elevando o fluxo de elétrons na cadeia

\respirat()ria.

~

/

Glicolise -

Ciclo do
acido <
citrico

Fosforilagio
oxidativa <

Glicose
Hexocinase @ @Pi
=T
-
- L

l
" Glicose-6-fosfato |

b
(@&) amP, ADP

Fosfofrutocinase-1 B
@I ATP, ditrato

L
‘ Frutose-1,6-bifosfato |

Multiplas etapas

y
‘ Fosfoenclpiruvato |

(&) aop, F1,6BP

Pinivato-cinase @ AP NADH

| .\
Piruvato
Complexo da @ AMP, ADP, NAD*
Piruvato-
-de&i-:lr::genas-e},® | ® ATP, NADH
[ AcetiFCoA

@ ADP

Citrato-sintase
F@ 1 (<) ATP, NADH

Y .
~| Citratn

L

Isocitrato- @ ADP

-desidrogenase ATP
| @

a-Cetoglutarato

a-cetoglutarato-
-dasidrogenase ® @ ATP NADH
b

T
-~

Multiplas etapas
L
L Oxaloacetato

- [Succini-CoA

ADP, P;
NADH ® 10,
Cadeia respirataria (;
NAD+ /’ ™y H0

ADP+P, (ATP
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Geracao de calor pela mitocondria

Matrix o ; ; . ‘
v A maioria dos mamiferos recém-nascidos

tem um tipo de tecido adiposo chamado de
tecido adiposo marrom, no qual a oxidacao
de combustivel serve ndo para produzir ATP,
mas para gerar calor

v' Termogenina (proteina desacopladora)

_ 50 [ P<0.001
| -
3% -
g é 30
£
& 104
0 oy e
<50 50-64 >64
Uncoupling Age (y1)
protein
- .
(thermogenin) Cypess et al., N Engl J Med. 2009 360:1509-17.
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Desacopladores da cadeia respiratoria

» Substancias que dissociam o transporte de elétrons da fosforilagao oxidativa
(sintese de ATP).

NO,

O;N O

N\

H
2,4-Dinitrophenol (DNP)
Acido fraco hidrofébico

» Usado em sintese orgéanica, fabricacido de pesticidas e explosivos, revelador de
filmes fotograficos

» Trabalhadores da industria de explosivos =» febre alta e 6bito
» Esta protonado no exterior da mitocéndria onde a [H*] € maior =»se difunde através

da membrana plasmatica = libera préton na matriz mitocondrial = energia que
seria usada para a sintese de ATP é dissipada na forma de calor.



Efeito de inibidores na foforilacao oxidativa

A Mitochondria + B-hydroxybutyrate added,
INAD““-Iinked oxidation commences
Rotenone or amytal added,
inhibiting NAD*-linked oxidation
Succinate added, FAD-linked

oxidation begins rotenona antimicina

[0,] Antimycin added, inhibiting ‘_L ‘
FAD_Iinked O)(idation H‘ l:HMI:MBH NAS 4

TMPD/ascorbate added,

oxidation resumes

CN™ added,
oxidation terminates

cianureto

. succinato malonato
Time
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Inibidores da cadeia respiratoria

ROTENONA = Inibidor do complexo |

Impede a transferéncia de e do Fe-S para a Q

4H*
A
Complex 1 Intermembrane
space (p side)

Matrix (N side)

ROTENONA:
pesticida, inseticida
e piscicida



Inibidores da cadeia respiratoria
ANTIMICINA = Inibidor do complexo lli

I
C—NH (o)
CH3
H3C
OH 0— |C| —CH2—CH(CH3);,

NH—CHO
(0] (CH3)5—CH3

antimycin A | antlblOt]CO

NADH ' Q >» Cytdb —— Cytey — Cyte —> Cyt(a +ag) — O,

» Substancia antibidtica produzida por espécies de streptomyces. Usado como
fungicida, inseticida, pesticida
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Inibidores da cadeia respiratoria

Bloqueadores no complexo IV:
Cianeto (C=N)
Monoxido de carbono (CO)
Azida ( NZNZN)

CN or CO
NADH *Q » Cytb —— Cytc; —— Cyte —> Cyt (@ +a3) —— O,

ESPACO

INTERMEMBRANAS . W

e R_e-
J e a
MATRIZ I ( I
n_— |
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Inibidor da sintese de ATP na fosforilacao oxidativa

OLIGOMICINA (antibiotico): se liga ao F, da ATP-sintase e bloqueia a
passagem dos prétons no poro, inibindo a sintese de ATP.

H+ (c10em mitocodndrias de leveduras)
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Descrever o funcionamento do Ciclo de
Krebs e da Via Glicolitica em uma

suspensao de ceélulas hepaticas na
presenca dos seguintes compostos:

a) Antimicina

b) Oligomicina

c¢) Dinitrofenol

d) Antimicina + dinitrofenol
)

e) Oligomicina + dinitrofenol
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