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Fosforilacao oxidativa

* Estagio final da respiracao celular

* Final do metabolismo produtor de energia em
organismos aerobios

— Processo altamente eficiente de conversao de energia

— Envolve o fluxo de elétrons através de uma cadeia de
transportadores de membrana

* Reducgao de O, a H,0 a partir de eletrons doados
por NADH e FADH,
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Cadeia Respiratoria

Cadeia de Transporte de Elétrons
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Entrada de elétrons na cadeia respiratoria

— Elétrons sao coletados (desidrogenases) das vias
catabdlicas e canalisados p/ aceptores universais de
elétrons

e Desidrogenases ligadas ao NAD* removem 2H* dos
substratos

— 1 transferido como ion hidreto (:H") ao NAD*
— 1 liberado como H* no meio

NAD* + 2é + 2H*_, NADH + H*
NADP* + 2é + 2H*— NADPH + H*
— Nucleotideos transportadores nao atravessam a
membrana mitocondrial interna
* Elétrons carreados sao lancados através da membrana



Lancadeiras conduzem indiretamente NADH
citosolico p/ mitocondrias p/ reoxidacao
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Espaco Glicolise Lancadeira glicerol-3-fosfato:

intermembrana Musculo esquelético e encéfalo
(lado P)
AL — NADH+ H™
gli1cerol-
:,’;'i‘(_lh‘{‘:lT_t»:-(:iL.Sidz.U:“R:JSt‘

citosolica

CH,0OH
C=0
Glicerol- Diidroxiacetona- RS 1) Recebe 2H*
3-fosfato fosfato < CHy,—OAP do NADH
citosolico

2) Transfere 2H* p/
ubiguinona através
da isoenzima
mitocondrial

Matriz (lado N) \

p

3) FADH, transfere 2H* p/ ubiquinona



Cadeia respiratoria

* Consiste de série de carreadores que agem sequencialmente

— Proteinas integrais com grupos prostéticos capazes de aceitar ou
doar 1 ou 2 elétrons

e Elétrons presentes na matriz mitocondrial provenientes dos
transportadores NADH e FADH, do citosol e da matriz

intermembrana
(lado p)

(lado N)

Fumarato

Succinato

T Potencial Sintese de ATP Potencial
BRI quimico .| impulsionada elétrico Seets
ApH » pelaforca (; Ay ) i
(alcalinono | “|  préton- (negativo no O fluxo de elétrons é acompanhado
adofnternol ok Rt ) pela transferéncia de prétons

transmembrana, produzindo
gradientes quimico e elétrico



Moléculas carreadoras de elétrons

NAD*, NADP*

FAD, FMN

Ubiquinona (coenzima Q)
Citocromos (a, b e ¢)
Proteinas ferro-enxofre (Fe-S)



Os carregadores de elétrons atuam em
complexos multienzimaticos

Os componentes protelcos da cadela m:tocondnal de transferencla de ¢ eletrons

TABELA193. |

Protema/complexo enzimatico Massa (kDa) Nimero de subunidades* Grupo(s) prostemco(s)
I NADH-desidrogenase 850 43 (14) FMN, Fe-S
iI Succinato-desidrogenase © 140 4 FAD, Fe-S
IIT Ubiquinona: citocromo c-oxidorredutase 250 11 Hemes, Fe-S
Citocromo ¢’ 13 1 Herne
IV Citocromo-oxidase 160 13 (3-4) Hemes; Cu,, Cu,

*Ndmeros de subunidades em equivalentes bacterianos entre parénteses.

"0 citocromo ¢ ndo é parte do complexo enzimatico; ele se move entre os Complexos lll e IV como uma proteina liviemente soltvel,

* Complexo | catalisa transferéncia de e~ p/ ubiquinona a partir de NADH
 Complexo Il catalisa transferéncia de e~ p/ ubiquinona a partir de Succinato
e Complexo lll transfere e~ da ubiquinona reduzida p/ Citocromo ¢

* Complexo IV transfere e do Citocromo ¢ p/ O,



Complexo | = NADH-desidrogenase =
NADH: ubiqguinona-oxidorredutase

Espaco Glicerol- 3Glt§ce§'otl-
° i i intermembrana 3-fosfato -losiato
NADH a ubiquinona - Jesidrogenase / (citosdlico)

* Contéem FMN e centros Fe-S
* Formato L (membrana p/ matriz)

 Catalisa 2 processos
simultaneos e acoplados

X
FAD |FTE:Q-—=
T oxidorredutase

[

1) Transferéncia exergbnica de 1 ion Gl s | )
hidr(.ato(.:H‘) do NADH + H* da matriz Ridaniats FTE&ié:y
a ubiquinona =
NADH + H™ Acil-CoA- (’?AD \
NADH + H* + Q — NAD" + QH, desidrogenase £
Matriz (lado N) Acil-Coa de acidos graxos
Enoil-CoA

2)Transferéncia endergonica
vetorial de 4 prétons (H*) da matriz
p/ espaco intermembrana

NADH + 5 Hy + Q—> NAD" + QH, + 4 H?



Espaco intermembrana 4gt

(lado p) Complexo [

o

* QH, (ubiquinol) difunde-se
na MMI do complexo | ao

Braco da
oH™ membrana

Bracgo

da matriz & Série de
Ill onde é oxidado a Q ' g o
Matriz Q G
(lado n) ?
Bombeamento de 4 H* por par de 4 FMN

elétrons p/ citosol a partir da 2e”
energia de transferéncia dos e

. . NADH + H*
(mecanismo desconhecido)

NAD™

centros T 7% S
Rl 2 e
de Fe-S mamsOoX0
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12 passo da B-oxidacao
da acil-CoA envolve a
transferéncia de é p/
FAD

Transferéncia p/ FTE

(flavoproteina transferidora
de é)

Transferéncia de é p/
FTE-ubiquinona-
oxidorredutase
Transferéncia de é p/
ubiquinona

Espaco Glicerol- Glicerol-

intermembrana 3-fosfato 3-fosf§t_o
(citosdlico)

(lado p) desidrogenase

/Fe

’K

FAD |FTE:Q-—<__"

T ox1dorreduta€e

Succinato
FAD
Fumarato  ppE.<__
NADH + H+ Acil-CoA- (—; B \
desidrogenase A
Matriz (lado N) Acil-Coa de acidos graxos
Enoil-CoA

(B-oxidacao)



Complexo |l = Succinato-desidrogenase

Espaco intermembrana

Succinato a ubiquinona (lado )
Fosfatidiletanolamina

Succinato-desidrogenase:
Unica enzima do ciclo de
Krebs ligada a membrana

Contém 5 grupos prostéticos

e 4 subunidades proteicas

diferentes ;
Matriz

— A e B na matriz contém 3 Hado ]
centros Fe-S, FAD e sitio de
ligacdo p/ succinato

— Ce D sao proteinas integrais de
membrana contém grupo heme
e sitio de ligacdo p/ ubiquinona T FRG Sn :;‘:,.:-.f"é;é@?;é%

o~ LSO s Sitio de

e, ligacdo do
ves/ substrato

Via de transferéncia:

Sitio de ligacao substrato — FAD -

FAD — centros Fe-S - sitio de ligacao o

Q Heme b evita saida de é do sistema através da formacao
de perdxido hidrogénio (H,0,) e radical superodxido ('0,)



Complexo Ill = complexo de Citocromo bcl
= ubiquinona: citocromo c-oxidorredutase

* Acopla transferéncia de elétrons do ubiquinol (QH,) p/ citocromo ¢
* Transporte vetorial de préotons da matriz p/ espaco intermembrana

Espaco
intermembrana
(lado p)

+ + 4+ + +

Matriz
(lado N)

Succinato  Fumarato

i ety Potencial Sintese de ATP Potencial
BRI quimico .| impulsionada elétrico oS
ApH } pela forca {_ Ay
(alcalinono | * préton- (negativo no
lado interno) -motriz lado interno)




e 2 unidades de citocromo b circundam um espaco na
membrana na qual a ubiquinona move-se livremente
entre matriz (Q) e espac¢o intermembrana (Q;) a medida
gue lanca elétrons e protons através da MMI

(a)

Espaco Proteinas ferro-
intermembrana enxofre de Rieske
(lado p)

Heme ¢;

Citocromo ¢4

Citocromo b g,

. ' 8 ¥~ Heme by
(- 5 <. . A
Matriz i S y & % &l o
(lado~) - g " v
= e =~ ‘4" -l "(‘*’\ S 2
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(b) ,. .
Espaco ! Cite Proteinas ferro-
intermembrana | enxofre de Riesk=
(lado p)

Heme ¢,

Citocromo ¢

Matriz

lado N
dadon) Citocromo b



2 moléculas de ubiquinona
reduzidas: QH, (provenientes dos
complexos | e |IlI) transferem
elétrons p/ complexo Il p/ reduzir
citocromos b e cl

12 CoQH,:

* Transfere 1 elétron p/ proteina
Fe-S, que transfere o é p/
citocromo c1 reduzindo-o

* Libera 2 protons no espaco
intermembrana

* Transfere 1 é p/ Q, produzindo
CoQy

* CoQ transfere é p/ citocromo b,
reoxidando-se

* CoQoxidada recebe novamente
o é do citocromo b, reduzindo-
se (CoQ)

22 CoQH,:
* Repete-se etapas anteriores
* CoQ recebe o 22 é, retira 2H* da
matriz e produz CoQH,
e Paracada 2 CoQH, que entram
no ciclo Q, uma CoQH, é
regenerada

Matriz
(lado N)

Ciclo Q: (modelo proposto p/ passagem
de é e protons através do complexo lli)

Espaco
intermembrana
(lado p)

Heme ¢,
Cit ¢, ~
\ v
QH, _;_,.-—)
Heme b, -»- —— ‘ (
Heme by ,_/\v\> ‘ \ ':.)e' :
Q ‘ \ ’ pY) - ' I ) QH-)
-\FQ""Q [/ \ Q —].»QH.)’/'*
Matriz "\;_'_\‘_.// ,< 2 N8 \ ==~ .\"‘\\ 5 C
(lado N) \i+~" | Bl

Citocromo & H

Espaco ik CIPR e
intermembrana
(lado p)

+ 4+ + + 4

Fumarato

Succinato

= Potencial Sintese de ATP Potencial
LR quimico impulsionada elétrico
ApH } pela forca { Al
(alcalinono | ~ préton- (negativo no
lado interno) ‘ -motriz lado interno)




Complexo IV = citocromo-oxidase

Transfere e do citocromo ¢ p/ oxigénio molecular reduzindo-o a H,0O

A citocromo c¢ oxidase catalisa
oxidacdes de quatro moléculas
de citocromo c (transfere 4 é
consecutivos e se reduz)

Enzima catalisa
concomitantemente a redugao
de uma molécula de O, (aceptor
de 4 é)

4 H* sao bombeados da matriz

Produzindo 2 H,O

4 Cite

4H 4o~
Espaco R &5
intermembrana /\
(lIado p) \ \ /— ”_\

Matriz
(lado N)

4H" \

(substrato) | —

(bombeado)

p/ cada é transferido 1 H* é bombeado p/ o espaco intermembrana



A energia da transferéncia de elétrons é eficientemente
conservada p/ bombear prétons p/ fora da matriz

Espaco
miermembrana
‘dado p)

Fumarato
Sucecinato

NADH + 11H} + 10, > NAD* + 10H; + H,0

NADH + H*
Matriz (lado N)

* Forca préton-motriz = energia armazenada no gradiente
eletroquimico de protons e na separacao de cargas

— Impulsiona sintese de ATP



* (Cada molécula de NADH que inicia a cadeia respiratoria leva a
formacao de trés moléculas de ATP a partir de trés moléculas de ADP
e trés grupos fosfatos:

1 NADH + 7% O, + 3 ADP + 3Pi =1 H,0 + 3 ATP + 1 NAD"

* (Cada molécula de FADH, que entra na cadeia respiratoria leva a
formacao de 2 ATPs:

1 FADH, + 72 0, + 2 ADP + 2Pi =» 1 H,O + 2 ATP + 1 FAD"



Nicotinamida- Membrana 7 . .
Gite Espécies reativas de

nucleotideo- mitocondrial
transidrogenase interna - i
- T:.'-"' | R o TR Creviny :l 7 "-.: ; ; O 2 ge ra d a S n a F O

Radicais superoxido e hidroxil livres sao
altamente reativos (enzimas, lipideos, acidos

N Nt nucleicos)
4 3 dismutase .
o NADH  NAD Representa de 0,1 a 4% do O, utilizado na
NADP* respiracao
glutationa-
N edutas
NADPH jile L .
Impedem dano as células
Inativa
Enz .
===sse \V reducdo de
V0 \ tiol protei I~ ,
/ Igosgg Reduz grupos sulfidril de proteinas
impedindo efeitos deletérios do

estresse oxidativo



MITOCONIS

Espaco
intermembrana

Substrato NAD+ FMNH, )
(reduzido) i ‘

NI R

i 3
(Soux?gggct)? *  INADH FMN, o3 coQ Fe2+ N Fes+ Fe2+ i

Complexo | X Cyto b X Cyto c XCytoa + ag
Fumeffato . FADH, /. * CoQH,! Fe3* | Fe2+ | Fed+
| . n el A
; Complexo Il Complexo IV

Succinato FAD

Complexo Il

Cada complexo aceita ou doa elétrons p/ transportadores moveis
Ao final combina-se ¢/ O, e H* formando H,0

Necessidade de O, torna o processo de transporte de é uma cadeia respiratdria
(maior parte da utilizagao de O, pelo corpo)



De que forma um gradiente
de concentracao de protons
se transforma em ATP?



A Teoria Quimiosmotica

O fluxo de elétrons através dos componentes da cadeia respiratoria libera energia
utilizada para bombear protons H* da matriz mitocondrial p/ o espaco intermembrana

Criacao de gradiente eletroquimico de protons (forca proton-motriz conserva a energia)

O retorno destes H* libera energia para a sintese de ATP

Succinato  Fumarato

) e Potencial Sintese de ATP Potencial
SRR quimico impulsionada elétrico
ApH Z} pela forca {": At
(alcalinono | * préton- (negativo no
lado interno) -motriz lado interno)




Espaco
intermembrana
(lado p)

(lado N)

Fumarato

Succinato

) Potencial Sintese de ATP Potencial
SRRl quimico .| impulsionada elétrico
ApH » pelaforca {_ Ay
(alcalinono | préton- (negativono | H+ fluem pass ivamente D /
lado interno) -motriz lado interno)

matriz através de poros
associados a ATP-sintase

— Forca préton-motriz conserva = 200kJ/mol por :e” p/ impulsionar a
formacdo de 1 mol de ATP (50klJ)

- A energia livre do transporte de elétrons é conservada pelo bombeamento
de H+ da matriz mitocondrial para o espaco intermembrana, criando um
gradiente eletroquimico de H+ através da MMI. O potencial eletroquimico
desse gradiente é aproveitado para a sintese de ATP



2 A maior parte das
determinacdes
experimentais indica que
cerca de 3 prétons sao
necessarios por ATP
sintetizado.

NADH+H*
"Ht
Figure 7.18 NAD* H+

Cytochrome .
reductase

Outer
membrane

Cristae inner

membrane

2H+1./2

b . ATP
Sintese de ATP é dependente da presenca de
substrato, ADP + Pi

Obrigatoriamente acoplada a transferéncia e



ATP-sintase ou F,F;-ATPase

O componente F_ possui o canal de protons
componente F, possui 3 subunidades [ (catalisa a
reacao de sintese de ATP)

Catalise rotacional
3 sitios ativos de f; (B) se revezam na sintese de ATP
12) conformacdo B -ADP (liga ADP + Pi)
22) conformacado B -ATP (ligacao firme estabiliza ATP)
39) conformacao B -vazio (liberacdo do ATP) 1
2
A corrente de H* induz rotacao dos cilindros Ce VY
e consequente alternancia nas conformacodes

......

(f) i Espaco
intermembranas



transmembrane
H* carrior INTERMEMBRANE

— SPACE
By

inner
mitochondrial

ATP sintetase S/

« Aporcao transmembrana
(Fy) funciona como um
carreador de H* p/
porcao (F,) (voltada p/
matriz)

%&ga
Intermembrane 4
space &

+ (F,ATPase) normalmente

sintetiza ATP quando Wi RN
ions H* passam por ela a Wk )| TR v

favor de seu gradiente

NADH+H-I
H*
Figure 7.18

Cytochrome

+
reductase H?

aaaaa

2H+1/2 J
W i

ADF.’+Pi,‘H:+



« O gradiente eletroguimico de
H* regula a acdo da ATP-
sintase

« Gradiente H* impulsiona
liberacao do ATP
— (fornece energia livre p/

ultrapassar a energia de
transicao)

« AATP sintase pode funcionar
na direcao contraria e
consumir ATP e bombear H*

&r
ATP
(im solation)

e |- ¥ \
- P ADP - P,
E W
== BES [E-ATP]
<
< o} E-ADP -+ P,

O P |
E+8
Heaction ccordinate
Typical onxyme ATP synthase
H W H'
H nH H

MATRIX
SPACE

A ATP sintetase é uma maquina acopladora
reversivel. Molecular Biology of the Cell, Fourth




Sistemas de
transporte:
ATP-sintassomo

Adenina-nucleotideo-
translocase move
simultaneamente ADP p/
matriz e ATP p/ citosol

Fosfato-translocase
transporta fosfato diacido
(H,PO,) e H* p/ matriz

Favorecidos pelo gradiente
eletroquimico transmembrana

Espaco +& ? — Matriz
intermembrana :EC 7 ,Q il
+ g 8§ -
Adenina-
nucleotideo- ATP* < ATPYT
translocase  ADP3—" | T
(antiportador) 8 o ADP?-
e 8- K
w @_____ oo ~ S
ATP- et N H-
sintase L"“Mﬁ‘“g
H =
N H,PO;
Fosfato- HPO;-ter—d 7
translocase T R v S
(simportador) T | H
S i
+8 - 8-
18- 8-



Fosforilacao Oxidativa produz maior parte
do ATP em células aerdbicas

140 8BRS Producao de ATP a partir da oxidagao completa da glicose

Processo Produto direto ATP final
Glicolise 2 NADH (citosélico) 3 ou 5*
2 ATP 2
Oxidacao do piruvato (dois por glicose) 2 NADH (matriz mitocondrial) 5
Oxidacao da acetil-CoA no ciclo do acido 6 NADH (matriz mitocondrial) 15
citrico (duas por glicose) 2 FADH, 3
2 ATP ou 2 GTP p
Producao total por glicose 30 ou 32

*O numero depende do sistema de lancadeira a transferir equivalentes redutores para a mitocdndria.

(OIS



Fosforilacao Oxidativa e regulada pelas
necessidades celulares de energia

e O ATP é formado exatamente tao rapido quanto é

usado nas atividades celulares que requerem
energia

e Razao ATP/ADP alta (sistema quase totalmente
fosforilado)

— Itaxa de ADP induzttaxa de respiragao

— Velocidade de oxidacao de combustiveis celulares é
regulada c/ tal precisao que a razao ATP/ADP varia
pouco na maioria dos tecidos, mesmo ¢/ variacoes
extremas na demanda de energia



Glicdlise l

@) app

. X atp, NaDH
vato

1
AN
() AMT, ADP, NAD
D | S e

v ® ATP, NADH
1.CoA

NADT
1trat
v
A
4 @ are
. a-Cetoglutarato
Ciclo
do dcido thig
(et 1 N
tm ,—@ ] @ 1 ADH
[' o 1
= Sucecinil-CoA
miltiplas etapas
[ \ - ;
L = (Oxaloacetato

ADP, P,

- |~ 4 )

Fosforilagio NADH - > “3 02
oxidativa | Cadeia respiraténa |
NAD+ & o~ TS HL0

ADP + P, ATP

e T Consumo de ATP

— 1Fosfori|ag50 oxidativa

— tOxidagéo do piruvato
(simultaneo-ciclo krebs)

-1 Possivel da velocidade da
glicolise

 § Concentracio ADP / TATP

— ATP inibe alostericamente
fosfofrutoquinase 1 e piruvato-
desidrogenase

— J Fosforilagdo oxidativa
— J Ciclo de krebs
— J Glicdlise



Y @ amp. app . .
== | @ f Citrato (4 ciclo de krebs)
| e — Inibicdo alostérica da
.. e fosfofrutoquinase 1
T & é.‘”’ NADH

g &b @ avr, anp, Nap*
AeRoTOEenast » ® ATP. NADH

I~ Acetil-CoA
X ® ATP. NADH

I
- Citrato

E=ocitrato- E.“;: ADP
lesidraygonns ® ATP

a-Cetoglutarato

Ciclo ;
dn écido weetaglutarato
citrico dedidrngonso .1® ® ATP, NADH
Y2 A 4
L a S e
= Suceinil-CoA
miiltiplas etapas
|
[ Y
l_ Oxaloacetato
ADP, P;
. @ 1
Fosforilagio NADHN ____=— 30,
oxidativa ) Cadeia respiratéria {
NAD+& /r‘—"_— Y H,0

/ o
ADP + P, ATP



Regulacao da Fosforilacao Oxidativa

* Inibidor proteico (IF,) inibe a respiragao
celular em condicdes de hipoxia (ataque
cardiaco e acidente vascular)

— Em hipoxia a glicdlise é a fonte de ATP e o acido
piravico ou lactico | pH do citosol ativando o IF;, 0
qgual, liga-se a ATP-sintase inibindo a FO



ATP (Adenosina trifosfato)

NH,

Phosphate groups
OH OH

Ribose

Consiste em uma molécula de adenosina a qual 3 grupos fosfatos estao ligados
— 1 fosfato removido, produz-se difosfato de adenosina (ADP)
— 2 fosfatos removidos, produz-se monofosfato de adenosina (AMP)

Grupos fosfatos determinam grande AG° negativa
— Composto fosfato de alta energia



ATP como intermediario na transferencia de fosfato

Posicao intermediaria na escala
bioenergética dos compostos
fosfatados

ADP funciona como aceptor de
grupos fosfatos de compostos
contendo fosfatos de alta energia
p/ formar ATP, o qual doa fosfatos
a compostos na célula p/ formar
fosfatos de baixa energia

Células ndo possuem enzimas p/
transferir grupos fosfatos
diretamente de doadores de alta
energia p/ aceptores de baixa
energia sem serem primeiramente
transferidos ao ATP

Moleculas complexas Macromoléculas

(por exemplo dos alimentos) celulares
NGB f%%

UQO 195 i

AG S B2
CATABOLICAS energia ANABOLICAS
[ JUX
- ;:;%7.: b >

diversas moléculas “simples”
para biossinteses



* Asreacoes endergonicas sao possiveis acoplando-se com
processos exergonicos (hidrolise de ATP)

* Reacoes biologicas que requerem energia e que produzem
energia compartilham um intermediario comum (ATP)

Adenina 'THZ

c” c“"‘N
o- o o HC‘\
| | | N/Cx
-0— lﬁf—{:\—lﬁ-—u:nv—ll:l-—t::u—c:|-|2 -

H H Ribose

Grupos Fosfato H H
OH OH
Estrutura da
(@) Adenosina Trifosfato
@-@-@—&O ®—®—§Ej Energy
. . Fosfato . .
Adenosina Trifosfato (ATP) Inorganico Adenosina Difosfato

(b) Hidrolise do ATP



ATP como transportador de

i epergia
9 Acoplamento metabdlico e energético
Transfere energia de processos catabélicos . N
=575 geradores de energia p/ rea¢des anabdlicas _P?“ssamﬁdeosr
CH, Lipideos, que requerem energia Lipideos, Proteinas,
Proteinas Acidos Nucléicos
| i ENERGIA ®®@ \ .
% - * @ =
= oxidativo / o)
O oni Moed Stica da célul &
= exoergonico oeda energética da célula T =
= endoergonico| =
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N

CO,, H,0, NH,

P Pin(Pi) l l
®v — @ www,biologia,cdu.ar L 1

Gerado pela oxidacao de
moléculas de alimento

Oses, AAs, AGs, BN

O ATP é o elo quimico entre o catabolismo e o anabolismo




Cadeia Transportadora de Elétrons

0.8 1t . 2
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B i H* (high
; ' concentration)
B ~ [synthase
Inner : : .
mitochondrial e 4 ADP &
membrane  MITOCHONDRIAL / phosphate
© MATRIX

02 + 4o 4 4H" — 2H20

Transporte de elétrons e a sintese de ATP pela fosforilacao oxidativa segue
continuamente em todas as células do corpo que contém mitocdndrias



