TEMA 6: Transferencia electronica en la
fosforilacion oxidativa: Rol de las
metaloproteinas.
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- Glicolisis
- Conversion de Glucosa a Piruvato

- Transformacion de piruvato a Acetil-CoA
- Funcionamiento del complejo piruvato desidrogenasa
- Cofactores involucrados

- Ciclo de Krebs
- Funcionamiento de algunas enzimas
Lehninger
- Otros fuentes de energia r Principles of Biochemistry
-  Catabolismo de lipidos
-  Catabolismo de aminoacidos

- Fosforilaciéon oxidativa
- Complejo |
- Complejo I
- Complejo 11l
- Complejo IV
- Complejo V

- Modelo de Mosser-Duton
- Calculo de constantes de transferencia electronica
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piruvato desidrogenasa

- Heterotramero complejo (afy)

- Sitio activo: Sin metales ® / TPP, FAD, CoA
- Reaccion: Decarboxilacion oxidativa (NAD™)
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Aconitasa

-  Monomero
- Sitio activo: [4Fe-4S] - No redox
- Reaccion: Desidratacion 9 Hidratacion
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Isocitrato desidrogenasa
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succinil-CoA sintetasa

- Succinato tioquinasa o succinato/CoA ligasa

- Heterodimero (af3)

- Sitio activo: Sin metales & - ADP o GDP
- Reaccion: generacion de ATP/GTP
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succinato deshidrogenasa
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- Heterodimero (afyd)
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Fumarato hidratasa
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Balance energético

- Glicolisis:
® -2ATP+4ATP =2 ATP /glucosa
® 2NADH/ glucosa
- Piruvato desidrogenasa
® 1 NADH / piruvato
- Cidlo de Krebs
® Sdlo 1 ATP (o GTP) por ciclo ®
® 3 NADH /ciclo
®* 1FADH, / ciclo (UQ + 2¢"> UQH,)

Debysration

TABLE 16-1 Stoichiometry of Coenzyme Reduction and ATP Formation in the Aerobic Oxidation of Glucose via
Glycolysis, the Pyruvate Dehydrogenase Complex Reaction, the Citric Acid Cycle, and Oxidative Phosphorylation

Number of ATP or reduced Number of ATP

Reaction coenzyme directly formed ultimately formed*
Glucose —— glucose 6-phosphate —1 ATP =1
Fructose 6-phosphate —— fructose 1,6-bisphosphate —1 ATP =11

2 Glyceraldehyde 3-phosphate —— 2 1,3-bisphosphoglycerate 2 NADH 3or5t
2 1,3-Bisphosphoglycerate —— 2 3-phosphoglycerate 2 ATP 2

2 Phosphoenolpyruvate —— 2 pyruvate 2 ATP 2

2 Pyruvate —— 2 acetyl-CoA 2 NADH 5

2 Isocitrate —— 2 a-ketoglutarate 2 NADH 5

2 a-Ketoglutarate —— 2 succinyl-CoA 2 NADH 5

2 Succinyl-CoA —— 2 succinate 2 ATP (or 2 GTP) 2

2 Succinate —— 2 fumarate 2 FADH, 3

2 Malate —— 2 oxaloacetate 2 NADH 5
Total 30-32

*This is calculated as 2.5 ATP per NADH and 1.5 ATP per FADH,. A negative value indicates consumption.

t This number is either 3 or 5, depending on the mechanism used to shuttle NADH equivalents from the cytosol to the mitochondrial ma-

trix; see Figures 19-27 and 19-28.



...no solo los carbohidratos aportan energia...

Catabolismo de lipidos

B-oxidacidén de lipidos en la mitocondria
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...no solo los carbohidratos y lipidos aportan energia...

Catabolismo de aminoacidos
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...todas las vias oxidativas (catabodlicas) producen equivalentes de reduccién en la
forma de NADH (o FADH, > Coenzima Q)

- Los equivalentes de reducciéon son usados para llevar a cabo la fosforilacion
oxidativa: '
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ELECTRON TRANSPORT CHAIN ATP SYNTHASE

- La fosforilacién oxidativa es el dltimo paso de la respiracién celular y ocurre enteramente en la mitocondria.
- En primer lugar, los compuestos de carbono se oxidan para producir equivalentes de reduccién.

- Esta fuerza "electro-motriz" (EMF) se convierte en una fuerza "protén-motriz" (PMF).

- La conversién de EMF en PMF es llevada a cabo por tres bombas de protones: Complejos I, IIT y IV.

- La PMF se convierte en energia quimica (ATP) gracias al complejo V.



Fosforilacion oxidativa

[s50A

IMS
+)

Matrix

/'-0\,-" L]
Succinate Fumarate* 2H+

NADH: ubigquinone Succinate: ubiquinone Cytochrome be, Cytochrome ¢ oxidase ATP synthase

TABLE 19-3 The Protein Components of the Mitochondrial Electron-Transfer Chain

Enzyme complex/protein Mass (kDa) Number of subunits” Prosthetic group(s)
| NADH dehydrogenase 850 43 (14) FMN, Fe-S
Il Succinate dehydrogenase 140 4 FAD, Fe-S
[Il Ubiquinone cytochrome ¢ oxidoreductase 250 11 Hemes, Fe-S
Cytochrome cf 13 1 Heme

IV Cytochrome oxidase 160 13 (3-4) Hemes; Cuy,, Cug




Complejo I: NADH:UQ oxidoreductasa

[AY
NADH + H l NAD*+ 2H"

4H' E

I
$uccinate ubiqumona

NADH: ublqulnone

11l v

Cytochrome be, Cytochrome ¢ oxidase ATP synthase

nH*

(B)
: H* -
o H H
4 CRISTA
' SPACE
QH, ‘\ "' \
‘ | L e
O e F—
MATRIX
ublqumono amphipathic
helix
iron-sulfur e=—" . r
clusters \ .
FMN
2(e”

A
[NADH TN

Ubiquinone-binding site



Complejo I: NADH:UQ oxidoreductasa

FeS clusters

e
_®N3 Nia

o

L&

Membrane

Ver = https://www.youtube.com/watch?v=S9wAFVQ1k7E

NADH__NAD"

Ngol2
Nq013 Nqgo8
Nqo7

Reduccion de UQ

0 (Hs
CHgO (CHZ —CH:C—CH2 )lo—H
Ubiquinone (Q)
(fully oxidized)
CH30 CHa
(0]
}% H" +e
O .
CH30 R
Semiquinone radical
(*QH)
CH30 CHj,
OH
}k H' +e
OH
CH30 R
Ubiquinol (QHy)
(fully reduced)
CH30 CH,



Complejo lI: succinato:UQ oxidoreductasa

IMS

F L at E LR ER N R RN ) e
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Complejo lll: UQ:citocromo C oxidoreductasa - Citocromo bc,

|50A
IMS

)
IMM

)

X .\I"J ";

"= 4{%}}?
ff;;‘. o
\‘.\_(_ fr-\:lq :. A

(%
1

AN
NADH + H* I NAD*+ 2H*

|
NADH: ublqulnone

5‘
o

[ L —

4Ht.

=nH*

o
nH*

]
Succinate ubiqunnone

1 : v

Reduccion de UQ

\x

cytc (263mV)
O CH3
e CH,0_ I (CH2~—CH—J‘~CH2110~—H
230mV Ubiquinone (Q)
52.8A i
(full dized)
CH,0 ‘ CH, ully oxidize
0
e
A‘% H' +e
2H+ 290mV 0°
® o CH;0 R
h - Semiquinone radical
f Distal site ('QH)
CH30 CHjy
OH
% H +e
OH
CH30 R
Ubiquinol (QH,)
(fully reduced)
CH30 CH;
OH




Complejo lll: UQ:citocromo C oxidoreductasa - Citocromo bc,

El ciclo-Q

Primera ronda:

1. El citocromo 4 une una molécula de UQ_y una de UQH,,

2. E1 UQH, es completamente oxidado, 1 e para el 2Fe-2S y el
otro para el hemo b;, y 2H* son translocados al espacio
intermembrana.

3. El e del 2Fe-2S es transferido al citocromo c;, mientras que el
otro es transferido desde el grupo hemo by hacia el hemo by;.

4. El citocromo ¢, transfiere su electrén hacia el citocromo
¢ soluble (no confundir con el citocromo cl), y el heme
by; transfiere su electrén hacia la UQ), resultando en la formacién
de una ubisemiquinona.

5. El citocromo c soluble se separa del complejo III. La primer
molécula de UQH, (que ahora se ha oxidado a UQ) se libera,
mientras que la semiquinona permanece unida.

Segunda ronda:

1. Un segundo UQH, se une al citocromo b.

2. Otra vez, el UQH, es completamente oxidado, 1 e para el 2Fe-
2S y el otro para el hemo by, y 2H* son translocados al espacio
intermembrana.

3. Otra vez, el e del 2Fe-2S es transferido al citocromo cy,
mientras que el otro es transferido desde el grupo hemo b; hacia
el hemo byy.

4.El citocromo c¢; transfiere su electr6n hacia el citocromo
¢ soluble, mientras que la ubisemiquinona recoge el segundo
electrén del hemo By, junto con 2H* de la matriz mitocondrial.
5. El segundo citocromo c soluble se separa del complejo III. La
segunda molécula de UQH, (que ahora se ha oxidado a UQ) se

libera, y el UQH, (antes semiquinona) tambien se libera.




Complejo IV: citocromo:O, oxidoreductasa - Citocromo c oxidasa

4H+ 0 | R T R LR Y 2, o AR RS PR l.l:-_--.nH!-

me ¢

|50A
IMS

)
IMM

)
Matrix

NADH+H‘i NAD+ 2H*

4H'
| ] 1 . v

NADH: ubiquinone Succinate: ubiquinone Cytochrome H.b, Cytochrome ¢ oxidase :ATP synthase

Citocromo c oxidasa (tipo aa,;) de corazén de vaca (Bos taurus)



Complejo IV: citocromo:O, oxidoreductasa - Citocromo c oxidasa

Citocromo c oxidasa (tipo aa,;) de P. denitrificans
b .

Fe

Cytoplasm



Complejo IV: citocromo:O, oxidoreductasa - Citocromo c oxidasa

H1 72 >
S /

Citocromo c oxidasa (tipo aa;)




Complejo IV: citocromo:O, oxidoreductasa - Citocromo c oxidasa

F.L. Sousa et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1817 (2012) 629-637

’ / . -,
o'n Q H.
D-qhannel K-channel

_{\'\,.

' rGI.U- ,
p '}"\J ").THR-SS 1
¢ TYR-280 f

{irs3sa |

$ SER-193

WR-JS}*?!R-ISJ T/ SER-291
SN-113

asn-131 T asna199

ASP-124

aa; P, denitrificans |

% . .'\ -\'1 N \
F
FK 2
TYR-237%4 “w SER-309
- THR-312
TYR-244 \}{mm GLY-516
TYR-248 v

ASP-517

ba; T. thermophilus

Type C

__K-channel
'/’/ ! ”, \'\
' 4%

%\ \ .%);I'YIQSI

| -
TYR-317 '?_
THR-215! i is-20

| R Yd / ser-240

~ cbb; P. stutzeri

' NOR P. aeruginosa



Complejo IV: citocromo:O, oxidoreductasa - Citocromo c oxidasa

1. Electron transfer to Cug 2. Electron transfer to Fe 3. Both Cug and Fe 4. Binding of O,
p— in heme ay in heme ay in
Cytochrome ¢ reduced state

T
G 4 ®
: @ o |@,,
o — ® — ° o |\ 0"'0
l-lemn'.r_‘c“a
VAT GRS
2H_.0¢4
T,

0o

H™ HT

8. Release of water 7. Reduction of the 6. Cleavage of 5. Formation of
ferryl group 0-0 bond peroxide bridge




Complejo V: ATP sintetasa

Mitochondrial ATP synthase




Complejo V: ATP sintetasa

Mitochondrial ATP synthase

Mecanismo

Cada color es el dimero ap de la unidad F1

Rojo = abierto: ADP + Pi pueden entrar al sitio

activo.

Naranja = Se cierra el sitio activo y se forma

ATP.

Rosa = El ATP estd listo para ser liberado.



Complejo V: ATP sintetasa




- otros tipos de ATPasas

ADP + Pi/ A
ATP—" /

: A
[
Cytoplasm S
Entry gate
Vo
@ Residues defining
phospholipid transport
Lumen
ATPasas tipo P
ATPasas tipo vacuolar - Rol de P-ATPasas: Bombear iones (H*, Na*,

- Rol de V-ATPasas: acidificar organelas K*) a traves de la membrana citoplasmadtica de
intracelulares / Bombear H* a traves de la varias lineas celulares / Tipo IV: invierten
membrana citoplasmatica de varias lineas tosfolipidos para mantener la simetria/forma de
celulares. la célula.

- Funcionamiento: hidrolizan ATP para bombear - Funcionamiento: hidrolizan ATP para bombear

protones (opuesto a la ATP sintetasa). iones (opuesto a la ATP sintetasa).



Fosforilacion oxidativa

[s50A

IMS
+)

Matrix

/'-0\,-" L]
Succinate Fumarate* 2H+

NADH: ubigquinone Succinate: ubiquinone Cytochrome be, Cytochrome ¢ oxidase ATP synthase

TABLE 19-3 The Protein Components of the Mitochondrial Electron-Transfer Chain

Enzyme complex/protein Mass (kDa) Number of subunits” Prosthetic group(s)
| NADH dehydrogenase 850 43 (14) FMN, Fe-S
Il Succinate dehydrogenase 140 4 FAD, Fe-S
[Il Ubiquinone cytochrome ¢ oxidoreductase 250 11 Hemes, Fe-S
Cytochrome cf 13 1 Heme

IV Cytochrome oxidase 160 13 (3-4) Hemes; Cuy,, Cug




Complejo I: NADH:UQ oxidoreductasa

Redox couple E” [mV] E” [mV]
fromref[34] fromref[38]
NADH/NAD+ -0.32 -0.32
FMNH2/FMNH* -0.293 -0.293
FMNH</FMN -0.389 -0.389
QH2/5Q¢ 0 0
SQ/Q_ -0.12 -0.12
Nla -0.38 -0.235
N1b -0.25 -0.282
N2 -0.10 -0.250
N3 -0.25 -0.315 (N7?)
N4 -0.25 -0.330 (N5?)
N5 -0.25 - 0.330 (N4?)
Né6a -0.25 -0.275
Né6b -0.25 -0.275
N7 -0.25 -0.315 (N3?)

NADH < NAD' +2e  +H™
Q+2e +2H" < QH,

NADH + H" +Q+4H ..., © NAD" +QH, +4H. .

Ransac et al. BBA 2010, Vol 1797(6—7) Pages 641-648




NADH:UO oxidoreductasa

A

Complejo I:

A Eo(mV)

-400 4

FIMMNFMNS

-350 o
-300 -

Nib
p——
250 1w

250

250 a5 7 -25

Nia
-380 0 -235

-200 4

150 -

-100 +

-50 4

A E'o (mV)

400 +

FMNFMNH

e
349
T ]
NAD +/NA| NE

qu'ﬁyé 8

-350 4

=300 4

1o

250 1

-200

=150 4

=100 4

-50

0
Ransac et al. BBA 2010, Vol 1797(6—7) Pages 641-648

FMN

-389 (FMN/FMNH)
-293 (FMNH/FMNH,)

1.3

7.6
194

N3

-250 0 -315 N1b
-250 0 -282
211
9500 - 16.8
oR . A
e 20.5\“@
N5
-250 0 -330 N7
-250 0 -315
14.0 2013
N6a
9.4 . -250 0 -275
10.5

N2
-100 0 -250



Complejo I: NADH:UQ oxidoreductasa

Reactions

NADH to FMN
FMNH2 to N1a
FMNH?- to N1a
FMNH2 to N3
FMNH- to N3
N3 to N1b
N3 to N4
N1b to N4
N1b to N5
N4 to N5
N5 to Né6a
Né6a to N6b
N6b to N2
N1lato N3
N4 to N7
N3 to N5
N5 to N6b
N2to Q.
N2to SQe
NADH binding
NAD' binding
Qbinding
SQ:¢ binding
QH:2 binding

Distance (A)

3.2
11.3
11.3

7.6

7.6
11.0
13.8
10.7
16.8

8.5
14.0

9.4
10.4
19.4
20.4
21.1
22.3

12

12

AG° (eV)

0.02
0.087
-0.009
-0.043
-0.139
0

o oo o o O

-0.15
-0.13

0.02
-0.10

Fforward (s )
1.4410"
2.1310°
2.1210°
5.2510°
1.7310°
2.8110°
6.19 10"
4.2310°
1.0410°
8.5010
4.7110"
2.4910
43110

161
7.66
2.95

0.575

4.4310°

2.7110°
4010°M"
1.010 M
4010'M"
2.010' M
2010 M

Fbackward (S_ 1)

3.1010"
5.99 10°
1.50 10°
1.0110°
8.3510°
2.8110°
6.19 10"
4.2310°
1.0410°
8.5010
4.7110"
2.4910
1.3610°
1.10
7.66
2.95
0.575
9.5410°
5.84 10"
100
1000
100
100
1000

FMN

-389 (FMN/FMNH)
-293 (FMNH/FMNH,)

-250 0-330

14.0



Complejo I: NADH:UQ oxidoreductasa

> Completar para el set de valores #2:

—> Tener en cuenta que:

1.6x10"° [J] = 1 [eV]

F = 96485 C/mol
AG=-nFE

Cell

FMN

-389 (FMN/FMNH)

AG[eV |=nEce[ V]

-293 (FMNH/FMNH,)

Reacciones invertidas para poder calcular correctamente la Kqyer

lambda: 0.7

COMPLEX |

Tunneling between

-E, Donador (V) E,, Aceptor (V)

deltaG (eV)

R(A)

I°g(kexer) kexer (5-1) I°g(kender) kender (5-1)

FMNH2 / N1a
FMNH- / N1a
FMNH2 / N3
FMNH- / N3
N3/N1la
N3/N1b
N4 /N3
N4 / N1b
N4 /N5
N4 /N7
N5/ N6a
N5/ N6b
N6a / N6b
N6b / N2

0.293
0.389
0.293
0.389
0.315
0.315
0.33
0.33
0.33
0.33
0.33
0.33
0.275
0.275

-0.235
-0.235

0.315

-0.315
-0.235
-0.282
-0.315
-0.282

-0.33

-0.315
-0.275
-0.275
-0.275

-0.25

- Al h | A | A A A Al Al A Al A A -




Complejo I: NADH:UQ oxidoreductasa

A Parameters set #1 B

2.1310°s 'O
N1 1.0%
880’0 99-00,,:’ 5.2510%s"

N3
68.5%

C Parameters set #2 D

.

©“7

4131005 OR %
Nia<—0 .29,

o 1.7010%s"
84.29% 99.8%

N3
44.6%

Ransac et al. BBA 2010, Vol 1797(6—7) Pages 641-648

FMN

-389 (FMN/FMNH)
-293 (FMNH/FMNH,)

Nia
-3800-235 19.4

N3
-250 o -315/\\

—> Los calculos permiten ver que:

> FMNH, transfiere e- a N3.

» FMNHe. no es estable > transfiere e- a Nla
inmediatamente.

» Ele- en Nlano estd atrapado. Cuando la préxima
molécula de FMNH, transfiera le- a N3, Nla la reduce
de FMNHe. a FMNH, al instante.

> Asi se evitaria que el estado flavosemiquinona (FMNHe)

reaccione con O, generando ROS.



Complejo lI: succinato:UQ oxidoreductasa

IMS
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Complejo lI: succinato:UQ oxidoreductasa

FAD/ FADH. E_.=-0.127 V
FADHe. /FADH, E_,=0.031V

2 =m7

Flavin . ) )
Reactions Distance (A) AG°(eV)  kforward(s )  Abackward (s )
12.1 FADH2t02Fe2S  12.1
| Q FADHE- to 2Fe2S 12.1
97 Em7= 0.0V 2Fe2S to 4Fe4S 9.7
4Fe4S to 3Fe4S 8.9

3Fe4S to Heme 13.4
4Fe4S Mg, = -0.260 v

o

£y 006V AG[eV |=-nEce [V
3Fe48@ eV ]=-nEcen[ V]

134// Qp AGt 0.7)2
M log(kexer)—15—0.6R—3.1( 57')

E,,= -0.185 V

(AG+ 1)?

154 log(kender)—15—0.6R—3.1

+
- A 0.06




Complejo lll: UQ:citocromo C oxidoreductasa - Citocromo bc,

Reactions Distance (A) AG® (eV) kforward (s~ 1) Kbackward (s 1)
Heme bL to Heme bH
2Fe2S to Heme c1
Heme bL to Heme bLL
Heme bH to Heme bH
Heme bL1 to Heme bH2

270\ \ 191 162
AG[eV ]=-n.Ecey [ V]

AN 10.9 10g(k|e5>%er) —15-0.6R 3.1 (AG+0.7)

E.,=0.242V

(AG+ A)? L AG
p) 0.06

1og(k§r+d”) —15-0.6R—3.1




Complejo IV: citocromo:O, oxidoreductasa - Citocromo c oxidasa

Citocromo c oxidasa (tipo aa,;) de P. denitrificans
b .

Fe

Cytoplasm



Complejo IV: citocromo:O, oxidoreductasa - Citocromo c oxidasa

» Reactions Distance (A) AG® (eV) Kforward (s 1) Ebackward (s~ 1)
Heme c to CuA 9.2
CuA to Heme a 11.8
Heme a to Heme a3 5.1
Heme a3 to CuB 2.5
E,. .=0.26V
Haem ¢ AG[eV |=-n.Ege [ V]

(AG+0.7)?

1og(k§¥rer) —15-0.6R—3.1

(AG+ 1)? , AG
A 0.06

1og(k,§'}def) —15-0.6R—3.1




