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RESPIRACAO

1-INTRODUCAO

A respiragdo aerdbica é comum em todos os organismos eucariotos, sendo que a
respiragdo nas plantas apresenta algumas diferengas em relagdo a respiracdo de animais. A
respiragdo é um processo bioldgico no qual compostos organicos reduzidos sdo mobilizados e
subseqiientemente oxidados de maneira controlada. Durante a respirag¢do, energia livre é
liberada e parte é incorporada em forma de ATP, uma fonte de energia que pode ser
prontamente utilizada na manutencdo e no crescimento da planta. A equacdo geral da
respiragdo € inversa a da fotossintese.

Do ponto de vista quimico, a respiragdo vegetal pode ser expressa como a oxidacdo da
molécula de 12 carbonos da sacarose e a redugdo de 12 moléculas de H,O:

C12H2011 + 13 H0 -5 12 CO, + 48 H + 48 ¢
120, +48 H' +48 ¢ — 24 H,0
Resultando na seguinte reacao liquida:
Ci2H2,011 + 12 0, > 12 CO; + 11 H,0

AG’ = - 1.380 kcal/mol ou - 5.760 kJ/mol
(1 caloria = 4,1865 joules)

Neste caso, sacarose ¢ oxidada até CO, e O, é reduzido para dgua. Parte da energia
livre, liberada por esta reacdo, é utilizada para sintese de ATP, a funclo primdria da
respiragdo. Além disso, muitos intermediarios envolvidos nas reagdes da respiragdo sio
utilizados como fontes de carbono para a sintese de muitos outros compostos de planta (por
exemplo, aminoécidos).

E importante destacar, que a energia proveniente da oxidacio de sacarose nio é liberada
de uma unica vez. Para evitar danos na estrutura da célula, a energia resultante da oxidacdo de
sacarose, € liberada passo a passo, mediante uma série de reagdes em sequéncia. Estas reagoes
podem ser divididas em trés fases: a Glicdlise, o Ciclo do Acido Tricarboxilico (Ciclo de
Krebs) e a Cadeia de Transporte de Elétrons.

2 - A RESPIRACAO CELULAR
a) Os Substratos da Respiracao

Embora a glucose seja geralmente aceita como o substrato da respiracdo, o carbono, na
realidade, é derivado de diversas fontes: sacarose (principal em plantas), polimeros de glucose
(amido), polimeros contendo frutose (frutanas) e outros agucares, lipidios (trialcilglicerdis),
acidos organicos e, ocasionalmente proteinas (a degradacdo das macromoléculas sera
estudada na Unidade XIII, Dorméncia e Germinacao).

O tipo de substrato que estd sendo respirado pode ser indicado, medindo-se as
quantidades relativas de CO, liberado e O, consumido. Isto permite calcular o quociente
respiratério (QR), que € dado pela seguinte férmula:
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QR =Moles de CO, liberado
Moles de O, consumido

O valor do QR ¢é funcdo do estado de oxidacdo do substrato. Note que, quando
carboidrato estd sendo respirado (ver equacdo geral da respira¢do) o valor tedrico de QR ¢é
igual a um (6 CO,»/6 O,). Experimentalmente, os valores obtidos variam de 0,97 a 1,17. Como
os lipidios e proteinas se apresentam em um estado mais reduzido que os carboidratos, mais
O, € requerido para sua completa oxidacdo e os valores de QR ficam em torno de 0,7. Por
outro lado, os acidos orgénicos, como citrato e malato, sdo mais oxidados que os carboidratos,
e os valores de QR ficam em torno de 1,3. Veja os exemplos abaixo:

Frutose ou glucose — C¢H206 + 60, — 6CO, + 6H,O QR =1,00
ACidO Palmitico - C16H3202 + 2302 —> 16C02 + 16H20 QR = 0,69
Acido Milico - C4H¢Os5 + 30, — 4CO, + 3H,0 QR =1,33

Embora o valor do QR seja 1til em alguns casos, deve-se ter cuidado quando da sua
interpretacdo. Por exemplo, € possivel que mais de um substrato esteja sendo respirado ao
mesmo tempo e, neste caso, 0 QR representa um valor médio. Além disso, quando a célula
esta realizando a fermentacdo nenhum O, é consumido e o valor do QR torna-se bastante
elevado.

Finalmente, € importante destacar que os principais substratos da respiracdo sdo os
carboidratos. Assim, valor de QR em torno de 1,0 parece ser o mais comum. Valores de QR
menores que 1,0 podem indicar deficiéncia de carboidratos (fome), sendo associados ao
consumo de proteinas.

b) Glicdlise

A glicélise ocorre em todos os organismos vivos e, evolucionariamente, é o mais velho
dos trés estdgios da respiragdo. As enzimas que catalisam as reagdes da glicOlise estdo
localizadas no citosol, e em plantas, também nos plastidios, e nenhum oxigénio € requerido
para converter sacarose a piruvato. Isso sugere que a glicdlise deve ter sido, provavelmente, o
processo fornecedor de energia nas células primitivas, que realizavam a respiracdo
anaerdbica, antes do aparecimento do O, na atmosfera e da fotossintese.

Na glicdlise (glico = agtcar; lise = quebra) de plantas, uma molécula de sacarose (um
actcar de 12 carbonos) é quebrada e produz quatro moléculas de actcar de trés carbonos
(trioses). Estas trioses sdo, entdo, oxidadas e re-arranjadas para produzir quatro moléculas de
piruvato.

Os carboidratos estocados na forma de amido, frutanas ou sacarose devem ser, portanto,
hidrolisadas para liberar os monossacarideos (glucose e frutose).

A degradacdo do amido pode ocorrer através de duas vias: uma hidrolitica e outra
fosforolitica (Figura 1). Na degradacdo Hidrolitica, o amido ¢ degradado liberando glucose,
mediante a a¢do de quatro enzimas: o-amilase, B-amilase, Enzima desramificadora e a o-1,4-
glucosidase. Na via Fosforolitica o amido é degradado liberando glicose 1-fosfato, pela acio
da enzima fosforilase do amido (Figura 1).

E importante destacar que o amido é armazenado e degradado dentro dos plastidios,
porém, a etapa inicial da respiracdo, ou seja, a glicélise, ocorre no citosol. Assim, o produto
da degradacdo do amido deve atravessar a membrana do plastidio, por meio de carreadores
especificos, para ter acesso a maquinaria respiratéria. A glucose, produto da degradacio
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hidrolitica, pode deixar o plastidio através de um transportador de hexoses. A glucose-1-
fosfato, o produto da via fosforolitica, € primeiro convertido para triose-fosfato (gliceraldeido-
3-fosfato), a qual deixa o plastidio através de um transportador que troca uma triose-fosfato
(para o citosol) por um fosfato inorganico (entra no plastidio)

A sacarose, principal substrato para a respiragdo vegetal, é degradada por agcdo de duas
enzimas: sintase da sacarose e a invertase (invertase alcalina e a invertase 4cida). A sintase da
sacarose e a invertase alcalina sdo localizadas principalmente no citosol, enquanto a invertase
dcida € encontrada associada as paredes celulares e aos vactolos (locais em que o pH fica
préximo de 5,0). As equacdes catalisadas sdo:

Sintase da Sacarose - Sacarose + UDP <= Frutose + UDP-Glucose
Invertase - Sacarose + H, O <= Frutose + Glucose

A importancia destas enzimas depende do local onde a sacarose estd sendo
metabolizada. Algumas evidéncias indicam que a sintase da sacarose € a principal enzima que
degrada sacarose em 6rgdos que estocam amido (semente em desenvolvimento, tubérculos) e
em tecidos em rdpido crescimento, os quais precisam utilizar a sacarose translocada no
processo de respiracdo (producdo de energia e de esqueletos de carbono). No entanto, quando
o descarregamento do floema ocorre via apoplasto, a invertase dcida presente na parede
celular pode converter a sacarose em hexoses (frutose e glicose) antes que elas entrem na
célula. No caso de células maduras, a invertase citosdlica pode ter importancia na degradacio
de sacarose, fornecendo glicose e frutose para a respiragéo.

Na via glicolitica, os monossacarideos gerados sdo primeiramente convertidos para
Frutose-1,6-bisfosfato, com gasto de energia na forma de ATP (Figura 1). Em geral, sdo
consumidos 2 ATP/molécula de hexose (glucose ou frutose), que entra nesta etapa da glicdlise
(Figura 1, reagdes 1 ou 3 e 4). No entanto, apenas um ATP é requerido quando o amido é
degradado pela via fosforolitica. Isto ocorre porque o produto da via fosforolitica é glicose-1-
fosfato.

Starch Starch

| Sucrose
(Phosphorolytic) (Hidrolytic)
1 Glucose Fructose
Glucose-1-P ATP> @
ADP @ ATP
> Glucose-6-P ADP

\@‘
Fructose-6-P
ATP
@
ADP

Fructose-1,6 BP

Figura 1 — Primeira etapa da glic6lise, produzindo 2 Frutose-1,6-bisfosfato a partir de
sacarose. Enzimas: (1) hexoquinase, (2) isomerase da hexosefosfato, (3)
frutoquinase e (4) fosfofrutoquinase (Hopkins, 2000).
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OBS: Células de plantas possuem uma Fosfofrutoquinase dependente de pirofosfato,
que, ao contrério da Fosfofrutoquinase dependente de ATP, permite que a reagdo 4 (Figura 1)
seja reversivel. Isto pode ser importante na conversio de lipidios em glucose
(gluconeogénese).

Na etapa seguinte da glicélise, a frutose-1,6-bisfosfato € inicialmente clivada e produz
duas moléculas de trés carbonos, Dihidroxiacetona-fosfato e Gliceraldeido-3-fosfato (Figura
2). A molécula de dihidroxicetona-fosfato € prontamente convertida para gliceraldeido-3-
fosfato e vice-versa. Isto indica que uma molécula de frutose-1,6-bisfosfato (6 C) poderd
produzir duas moléculas de piruvato (3 C), considerando que as moléculas de
dihidroxicetona-fosfato sdo convertidas para gliceraldeido-3-fosfato, que continuam no ciclo.

Uma importante funco da glicdlise é a produgio de energia, que pode ocorrer de duas
maneiras. A primeira € a formacao de poder redutor na forma de NADH. Na reacdo 3 (Figura
2), duas moléculas de NADH sdo produzidas quando gliceraldeido-3-P é oxidado para 1,3-
bisfosfoglicerato. Esta oxidac@o parcial ndo requer O, e também ndo resulta na liberacio de
CO,. O NADH gerado pode ser usado como poder redutor para a sintese de outras moléculas
(principalmente na fermentacdo) ou, na presenca de oxigé€nio, pode ser metabolizado na
mitocOndria para produzir ATP (respiracio aerdbica).

- (P) = phosphate group = —POgH"
Fructose -1,6 - bisphosphate

| © }
Dihydroxyacetone - P «——> Glyceraldehyde — 3 — P

_ ®

Pi
0 o-(p -
.’ ® (38) A NAD
-NADH
H;OH 1,3 - Biphosphoglycerate

A

HC-0-(F >@

COOH
T 3 - Phosphoglycerate
HCOH 4
|
e -0-@) ®
A
3 - Phosphoglycerate
COOH Phosphoenolpyruvate
c-0-(P) ADP
@
C‘OOH PYRUVATE
C=0
i
CHy

Figura 2 — A segunda etapa da glicdlise, convertendo 2 Frutose-1,6-bisfosfato em 4
piruvato a partir de sacarose. Enzimas: (1) aldolase, (2) isomerase da
triosefosfato, (3) desidrogenase do gliceraldeido-3-fosfato, (4) Quinase do
fosfoglicerato, (5) mutase do fosfoglicerato, (6) enolase e (7) quinase do
piruvato (Hopkins, 2000).
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A energia contida nas moléculas de hexoses € também conservada na forma de ATP,
nas reacdes 4 e 7 (Figura 2). A formagdo de ATP ocorre em um tipo de reacéo referida como
FOSFORILACAO AO NIVEL DO SUBSTRATO, por que envolve a transferéncia direta de
um grupo fosfato da molécula substrato para o ADP. Os compostos 1,3-bisfosfoglicerato e
fosfoenolpiruvato armazenam energia livre suficiente para gerar uma molécula de ATP. Em
geral, para cada molécula de sacarose que entra na glicdlise, 8 ATP sao formados (dois para
cada triose). Como na fase inicial da glicdlise ocorre o gasto de 4 ATP, o SALDO ¢ de 4
ATP para cada molécula de sacarose convertida para quatro moléculas de piruvato.

OBS: No final da glicélise, em adi¢do a Quinase do Piruvato, as plantas apresentam
duas vias alternativas para o metabolismo do fosfoenolpiruvato (PEP):

Carboxilase do PEP Desidrogenase
PEP + CO; »—>—>—>—>— Pi + Oxaloacetato -»>————> Malato (vai para a mitocondria)

OBS 1: Estas reacoes sao chamadas de Anapleréticas ou de Suplementacio (ver item g)
OBS 2: Pi (fosfato inorganico)

Fosfatase do PEP
PEP + H,O —-———— Piruvato + Pi (a enzima se localiza nos vacuolos e sua atividade
aumenta sob condicdes de deficiéncia de fosforo)

O destino do piruvato formado na glicélise depende das condi¢des em que as células ou
o organismo estdo crescendo. Sob condi¢des aerdbicas, o piruvato passa do citosol para a
mitocdndria onde é completamente oxidado até CO, e H,O (Figura 3).

Aerobic | Anaerobic - Fermentacion

PYRUVATE

®

Acetaldehyde Lactate
; _— NADH
Mitochontrial ; NAD™
Respiration \
| Ethano:
|
|
CO> + H20 |

Figura 3 — O destino do piruvato produzido pela glic6lise. Enzimas: (1) descarboxilase
do piruvato, (2) desidrogenase alcodlica, (3) desidrogenase do lactato
(Hopkins, 2000).

E importante destacar que embora as plantas superiores sejam organismos aerébicos
obrigatdrios, seus tecidos ou 6rgdos podem, ocasionalmente, estar sujeitos a condigles
anaerdbicas. Situacdes tipicas ocorrem quando as suas raizes estdo submetidas a condicdes de
solo alagado com dgua, no inicio do processo germinativo de sementes grandes, na
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mobilizacdo e sob condi¢des de estresse hidrico e salino. Nestes casos, ocorre uma mudanga
no metabolismo e o processo respiratério predominante é a fermentacao (Figura 3). Nas
plantas predomina a fermentacao alcoélica, em que as enzimas descarboxilase do piruvato e
desidrogenase alcodlica convertem o piruvato em etanol e CO, e o NADH (produzido na
reagdo 3 da Figura 2) € oxidado, regenerando o NAD". Na fermentacio lactica (comum em
animais e também presente nas plantas), a enzima desidrogenase do lactato usa o NADH para
reduzir piruvato a lactato, regenerando o NAD". Acredita-se que o etanol é um produto menos

téxico do que o lactato, pois o acimulo deste dltimo promove acidificacio do citosol.
OBS: Note que as reacdes da fermentagio (Iictica ou alcodlica) regeneram o NAD".
¢) Ciclo do Acido Tricarboxilico (Krebs)

A quebra de uma molécula de sacarose produzindo quatro moléculas de piruvato libera
menos de 25% da energia total da sacarose. A energia restante permanece estocada nas quatro
moléculas de piruvato. Os dois proximos estagios da respiracéo (ciclo de Krebs e CTE) que
completam a oxidac@o da sacarose ocorrem em uma organela circundada por uma dupla
membrana, a mitocondria.

As mitocondrias possuem duas membranas: uma externa (sem invaginagdo) e outra
interna que se apresenta completamente invaginada, formando as conhecidas cristas
mitocondriais (Figura 4). A fase aquosa contida dentro da membrana interna é conhecida
como matriz e a regido entre as duas membranas é conhecida como espago intermembranar.
Estes compartimentos possuem composi¢cdes diferentes, o que se deve aos diferentes graus de
permeabilidade das membranas externa e interna. A membrana externa permite a passagem de
fons e moléculas com tamanho abaixo de 10.000 Da. A membrana interna restringe a entrada
de fons e pequenas moléculas e possui carreadores especificos que promovem a troca de {ons
e de moléculas entre a matriz mitocondrial e o espaco intermembranar.

Intermembrane space

Outer membrane
Inner membrane
-~ /
Matrix
i"
T )
Cristae

Figura 4 — Um diagrama mostrando os diferentes compartimentos da mitocondria (Taiz
& Zeiger, 1998).
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Para que o piruvato formado na glicélise (citosol) seja utilizado na respiracéo aerdbica é
necessdrio, portanto, que ele seja transportado para a matriz mitocondrial. Isto ocorre através
de um translocador localizado na membrana interna da mitocdndria, o qual catalisa uma troca
eletroneutra de piruvato por OH. Na matriz mitocondrial, o piruvato é oxidativamente
descarboxilado pela enzima desidrogenase do piruvato e produz NADH, CO, e acetil-CoA. O
acetil-CoA ¢é combinado com um 4cido de 4 carbonos (Oxaloacetato), reacdo catalisada pela
sintase do citrato, produzindo um &cido tricarboxilico de 6 carbonos (dcido citrico). Esta
reacdo inicia a série de reacdes conhecida como ciclo do acido citrico ou ciclo do acido
tricarboxilico ou ciclo de Krebs (Figura 5). Este ciclo de reagdes representa o segundo

estagio da respiracdo e ocorre na matriz mitocondrial.

o}
; e
Malic enzyme Gl G c/ Pyruvate
decarboxylates malate to 3 N
pyruvate and enables O
plant mitochondria to
oxidize malate. b so DR
yruvate
dehydrogenase bl
co,
o]
l Acetyl-CoA
CH;—C —CoA
o- 0] O
I Y :
NADH. \C/ Citrate \C/
NADH | /O synthase AN [ /O
i Malate C==CGHE—E CoA C =~CH,~—6—C~—C
alic dehydrogenase I S % T HooN
enzyme o 0 o) OH o
CO, | NAD* :
- s Oxaloacetate Citrate
NAD* o c
\( _H 7 Aconitase
C—eH;—¢
T | ~
L CH 2
Malate
o] o
Fumarase \C/
H,0 L %\ |l w A
o) o Citric Isocitrate EaiGH, — C—C—C
No_H_H 7 acid 6 o %
= ¢ Fumarate 0 &
Y . cycle OH
o o-
FADH, NAD*
Succinate dehydrogenase Isocitrate dehydrogenase
EAD NADH
O\ H H /0 Succinate 2-Oxoglutarate Co,
C—C—Cs €
70/ H H \of O\ /O
E=—CH, —CH,—C—
CoA 7 A %
25 Succinyl-CaA
uccinyl-Co
Succinyl-CoA synthetase ADE> O\ /O NAD*
H,0 ¢ — CEH—CH"—0,
2 -
R ) 70/ 2 2 J 2-Oxoglutarate dehydrogenase
synthesized by a substrate- CoA NADH
level phosphorylation €O,

during the reaction
catalyzed by succinyl-CoA
synthetase.

Figura 5 — As reagdes do ciclo do 4cido citrico (Taiz & Zeiger, 1998)
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O ciclo de Krebs mostrado anteriormente apresenta algumas diferengas entre a
respiragdo dos vegetais e a dos animais. Por exemplo, na etapa em que o composto Succinil-
CoA ¢ convertido para Succinato, ocorre producdo de ATP em plantas (Figura 5), enquanto
que nos animais ocorre inicialmente a producdo de GTP.

Outra fei¢do caracteristica do ciclo de Krebs de plantas € a atividade da enzima madlica
dependente de NAD'. A atividade desta enzima permite a completa oxidagdo de dcidos
organicos, na auséncia do substrato normal do ciclo, o piruvato. Por exemplo, o
fosfoenolpiruvato no citosol pode ser convertido para oxaloacetato e fosfato inorganico (Pi)
por acdo da carboxilase do PEP. Ainda no citosol, a desidrogenase do malato converte
oxaloacetato em malato, consumindo NADH (As reac6es mostradas abaixo sao chamadas
de Reacées Anapleréticas). O malato € transportado para a matriz mitocondrial através de
um translocador de dicarboxilatos, na membrana interna da mitocondria. Na mitocondria, por
acdo da enzima mélica dependente de NAD" (presente nas plantas), o malato é convertido
para piruvato, o qual pode ser oxidado no ciclo de Krebs (ver reacdes abaixo).

No citosol:

Fosfoenolpiruvato + CO, — Oxaloacetato + Pi + NADH <—— Malato + NAD"

Na Mitocondria:

enzima malica
Malato + NAD* » Piruvato + CO,

Em resumo, o ciclo de Krebs consiste de oito etapas catalisadas por enzimas,
comecando com a condensagdo do acetil-CoA (2C) com o oxaloacetato (4C) para formar o
acido citrico (6C). Os carbonos derivados do acetil-CoA sio liberados na forma de CO,. O
ciclo inclui ainda quatro reagdes de oxidacdo, as quais produzem trés moléculas de NADH e
uma de FADH, (por molécula de piruvato). Uma molécula de ATP é formada pela
fosforilagdo ao nivel do substrato. Finalmente, o oxaloacetato é regenerado, permitindo a
continuagdo do ciclo.

As fungdes do ciclo de Krebs sao:

¢ Redugio de NAD" e FAD, produzindo as formas doadoras de elétrons NADH e

FADHj,, as quais sdo posteriormente oxidadas na CTE para formacgdo de ATP;

o Sintese de ATP pela fosforilacio ao nivel do substrato (produz um ATP por

molécula de piruvato);

¢ Formagdo de esqueletos de carbono que podem se utilizados para a sintese de

muitos compostos da planta. Por exemplo, o o-cetoglutarato é usado para sintese de
glutamato, o qual produz alguns outros aminodcidos (familia do glutamato); o
oxaloacetato € usado na sintese de aspartato, o qual d4 origem a outros aminodcidos
(familia do aspartato).

d) Cadeia de Transporte de Elétrons

Visto que a fosforilacdo € a forma de energia usada pelas células para realizar os
processos bioldgicos, os elétrons ricos em energia capturados na glic6lise (NADH) e no ciclo
de Krebs (na forma de NADH e FADH;) devem ser convertidos para ATP. Este processo
dependente de O, ocorre na parte interna da membrana interna da mitocdndria e envolve uma
série de carreadores de elétrons, conhecida como cadeia de transporte de elétrons (CTE).

Para cada molécula de sacarose oxidada, quatro moléculas de NADH sdo geradas no
citosol (glicdlise) e 16 moléculas de NADH" e quatro moléculas de FADH, sdo geradas na
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mitocondria (ciclo de Krebs). A CTE catalisa o fluxo de elétrons do NADH e FADH; para o
oxigénio, o aceptor final de elétrons da respira¢do, regenerando o NAD" e FAD".
FADH, + %0, —»— FAD" + H,0 AG® =-169 KJ/mol
NADH + H* + %0, —»— NAD" + H,0 AG®” = - 220 KJ/ mol

O papel da CTE ¢ a oxidacdo de NADH e FADH, e, no processo, utiliza-se parte da
energia liberada para gerar gradiente eletroquimico de H" através da membrana interna da
mitocondria, o qual € utilizado para sintetizar ATP.

As proteinas transportadoras de elétrons sdo organizadas em quatro complexos multi-
protéicos, localizados na membrana interna da mitocondria (Figura 6):

INTERMEMBRANE SPACE
External (rotenone-insensitive) The ubiquinone (UQ) pool diffuses Cytochrome c is a peripheral
NAD(P)H dehydrogenases can accept freely within the inner membrane and protein that transfers electrons
electrons directly from NAD(P)H serves to transfer electrons from the from complex Il to complex IV.

Inner produced in the cytosol. dehydrogenases to either complex IlI

membrane or the alternative oxidase.

NAD* NADP*

NADH Fumarate HO  complex il Complex IV
S NAD* NADP* Cornplcac Cytochrome bc; Cytochrome
- complex oxidase
Complex | Rotenone-insensitive 32?1('3?? chato ATP
NADH NAD(P)H dehydrogenases 9 +

dehydrogenase exist on the matrix side

of the membrane. An alternative oxidase (AOX)

accepts electrons directly
from ubiquinone.

Complex V
ATP synthase

MATRIX

Figura 6 — A organizacdo da cadeia de transporte de elétrons de mitocondrias de plantas (Taiz
& Zeiger, 1998).

e Complexo I: Desidrogenase do NADH (NADH:ubiquinona 6xido - redutase) — Este
complexo recebe elétrons do NADH e transfere-os, via cofatores especificos
(flavina mono nucleotideo — FMN e proteinas Fe-S), para uma molécula de
ubiquinona (Q). Esta molécula de ubiquinona move-se dentro da membrana
interna, nao estando associada a nenhum complexo protéico. A atividade deste
complexo € inibida pela Rotenona.

e Complexo II: Desidrogenase do succinato (Succinato: ubiquinona 6xido - redutase)
— Este complexo é composto pela desidrogenase do succinato. Os elétrons derivados
da oxidagdo do succinato sdo transferidos, via FADH, e um grupo de proteinas Fe-
S, também para moléculas de ubiquinona. Este complexo é competitivamente
inibido pelo malonato.

Como se vé, as atividades dos complexos I e Il produzem um “pool” de ubiquinol
(QH>), que transferira os elétrons para o complexo III.
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e Complexo II: Complexo do Citocromo bc; (Ubiquinol:citocromo c¢ 6xido -
redutase) — Este complexo oxida ubiquinol e transfere os elétrons via uma centro Fe-
S, dois citocromos b e um citrocomo c; ligado a membrana, para o citocromo c. O
citocromo ¢ € uma proteina da CTE que nio € integral, e serve como um carreador
movel que transfere os elétrons do Complexo III para o Complexo IV.

e Complexo IV (oxidase do citocromo ¢) — Este complexo oxida o citocromo c e
reduz o O, para H,O. Ele contém duas proteinas contendo dois 4tomos de cobre e os
citocromos a e asz. O complexo IV transfere 4 elétrons para o O, formando duas
moléculas de H>O. Este complexo é fortemente inibido por cianeto, monéxido de
carbono (CO) e azida.

Em adicdo a estes quatro complexos, as mitocOndrias de plantas possuem alguns
componentes ndo comumente encontrados em mitocdndrias animais (Figura 6):

I) Desidrogenase do NAD(P)H Externo —

Proteinas periféricas encontradas na face externa da membrana interna. Estes
componentes podem facilitar a oxidacdo de NADH e NADPH produzidos no citosol.

IT) Desidrogenase do NAD(P)H Resistente a Rotenona—

Proteinas periféricas encontradas na face interna da membrana interna. Estes
componentes, ao contrario do complexo I, sdo resistentes a rotenona.

III) Oxidase Alternativa —

Este complexo protéico permite a reducdo de O, com pequena producido de ATP. Esta
oxidase alternativa, ao contririo do complexo IV, é pouco afetada pelos inibidores, cianeto,
mondxido de carbono (CO) e azida.

Quando uma solucdo de cianeto (I mM) é fornecida a tecidos animais que estdo
respirando ativamente, o complexo citocromo oxidase € inibido e a taxa respiratdria cai para
menos de 1% do valor inicial. No entanto, em tecidos de plantas, a respiracdo resistente ao
cianeto pode representar de 10 a 25% e, em alguns tecidos, pode corresponder a mais de
100% do controle. A enzima ou o complexo responsdvel por este consumo de O, tem sido
identificada em mitocondrias de plantas, como um complexo conhecido como oxidase
alternativa.

A oxidase alternativa é resistente ao cianeto (CN"), monoéxido de carbono (CO) e azida,
porém, ela é inibida especificamente por alguns compostos, particularmente o &acido
salicilhidroxdmico (SHAM). Este complexo recebe elétrons diretamente do “pool” de
ubiquinona, reduzindo o O, para H,O (ver figura 6). Com isso, dois pontos de conservacdo de
energia, nos complexos Il e IV, ndo sdo utilizados e a energia passa a ser perdida como calor.
Esta produgdo de calor parece ser importante em orgdos reprodutivos de algumas espécies
(familia Araceae), favorecendo a volatilizacdo de certos compostos que atraem insetos
polinizadores.

Sob condi¢des de estresse, o aumento da atividade da oxidase alternativa pode
contribuir para evitar o sobrefluxo de energia e a formacdo de radicais livres, efeitos que
poderiam ser toéxicos a maquinaria mitocondrial.

165



e) Sintese de ATP acoplada ao fluxo de elétrons

A transferéncia de elétrons para o O,, do Complexo I até o Complexo IV, € acoplada a
sintese de ATP, sendo que o nimero de ATP formado depende da natureza do doador de
elétrons. Para o NADH, que doa os elétrons ao Complexo I, a relagio ADP:O (ntimero de
ATP formados para cada dois elétrons transferidos para o oxigénio) é em torno de 2,5. Isto
indica que uma molécula de NADH pode produzir até¢ 2,5 ATP. Para o FADH,, que
efetivamente doa elétrons ao Complexo III, a relacio ADP:O é em torno de 1,5. Para o
ascorbato, que doa elétrons ao Complexo IV, arelagdo ADP:O € em torno del.

Resultados como os descritos acima tém levado a conclusdo que existem trés locais de
conservagdo de energia, nos Complexos I, Il e IV (Figura 6). Como esta conservacido de
energia representa uma conexdo entre o fluxo de elétrons mitocondrial e a sintese de ATP, ela
tem sido denominada de FOSFORILACAO OXIDATIVA.

Este tipo de fosforilacdo, de maneira similar a fotofosforilagdo (ver fotossintese), é
explicado pelo mecanismo quimiosmético proposto por Mitchel (1961). O principio basico da
quimiosmose € que diferencas na concentracio de fons e de potencial elétrico entre os dois
lados de uma membrana sdo fontes de energia livre que podem ser utilizadas pela célula.
Como a membrana interna da mitocondria é impermedvel para H', um gradiente
eletroquimico de H' pode ser formado. Assim, nos pontos de conservacio de energia (ver
complexos I, III e IV, na figura 6) o transporte de elétrons estd acoplado ao transporte de H"
para o espaco intermembranar, gerando um gradiente eletroquimico de prétons (Apy’). Os H*
ao retornarem para a matriz mitocondrial, a favor do seu gradiente, liberam energia que é
utilizada para a sintese de ATP.

O processo de sintese de ATP € catalisado por um complexo enzimatico
transmembranar, localizado na membrana interna da mitocondria, conhecido como F,-F;
sintase do ATP (representado na figura 6 como o complexo V). A por¢do hidrofébica do
complexo, F,, parece formar o canal através da membrana, o qual favorece o retorno do H*
para a matriz mitocondrial. O sitio catalitico, a por¢@o F;, € uma proteina periférica localizada
na face interna da membrana interna, ou seja, no lado da matriz, onde ocorre a sintese de ATP
a partir de ADP e Pi.

A teoria quimiosmética também explica o mecanismo de acdo dos desacopladores, um
grande nimero de compostos quimicos (dinitrofenol, detergentes, NH3, dentre outros) que
tornam a membrana interna permedvel a H™ (Figura 7).

Membrane
g

Low pH

High pH

OH™ OH™

OH™
OH™ _ Lumen,
H,0 QH + intermembrane
@ Z H space,
NHZ-+ OH~ NH; or vacuole

Stronja, OH
matrix, or
cytoplasm

OH™

NHj + H* ——> NH}
H* H*
H* H*

OH™

Figura 7 — Esquema mostrando a dissipa¢do do gradiente de H" através da membrana,
promovida pela NH; (Taiz & Zeiger, 1998).
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Estes compostos dissipam o gradiente eletroquimico de prétons. Desta forma, o fluxo de
elétrons pode continuar ocorrendo sem concomitante sintese de ATP. Isto explica por que as
plantas ndo podem acumular NH; em suas células (Figura 7).

O gradiente eletroquimico de prétons também executa um importante papel no
movimento de substratos e de produtos do ciclo de Krebs e da fosforilagdo oxidativa, para
dentro e para fora da matriz mitocondrial. Embora o ATP seja sintetizado na matriz
mitocondrial, a sua utilizacdo pela célula ocorre fora da mitocondria, sugerindo a necessidade
de um mecanismo eficiente de transporte de ATP para fora desta organela. Este mecanismo
envolve uma proteina transportadora na membrana interna, a qual catalisa a troca de ATP por
ADP (este ultimo € necessdrio para a sintese de ATP na mitocondria). O gradiente de
potencial elétrico gerado durante o transporte de elétrons (negativo dentro da matriz),
favorece a saida da ATP* em troca por ADP”. O gradiente eletroquimico de H* também
facilita a troca de fosfato inorgadnico (Pi) e de piruvato, ambos para dentro da matriz
mitocondrial, em troca por OH". Lembre-se que Pi'~ é necessdrio para a sintese de ATP e
piruvato € o substrato para o ciclo de Krebs. Portanto, a existéncia de transportadores
especificos na membrana interna garante o funcionamento normal da respiragéo.

Considerando-se as relagdes ADP:O de 2,5 para o NADH e 1,5 para o FADH, podemos
dizer que uma molécula de sacarose, ao ser completamente oxidada para CO,, produz em
torno de 60 moléculas de ATP.

Glicdlise — 4 ATP (fosforilagdo ao nivel do substrato)

4 NADH = 6 ATP (desidrogenase do NADH que aproveita o NADH
citosolico ndo utiliza o primeiro ponto de conservacio
de energia. Por isso, cada NADH produzido no citosol
produz apenas 1,5 ATP)

Matriz mitocondrial - 4 NADH = 10 ATP

Ciclo de Krebs - 4 ATP (fosforilag@o ao nivel do substrato)
12 NADH = 30 ATP (ndo considerando o NADH produzido na
conversdo do piruvato para acetil-CoA)

4 FADH, = 6 ATP

TOTAL = 60 ATP produzidos para cada molécula de sacarose que
¢ completamente oxidada até CO; e H,O

f) A Via das Pentoses-Fosfato

A glic6lise ndo € a unica rota disponivel para oxidacdo de glucose em plantas. A via
oxidativa das pentoses-fosfato (Figura 8) pode também realizar esta tarefa, usando enzimas
que sdo soldveis no citosol, podendo contribuir com 5 a 20% do fluxo de carbono respiratério.

As duas primeiras reacdes sdo irreversiveis e representam os eventos de oxidacdo desta
via, convertendo glucose-6-fosfato (6C) em ribulose-5-fosfato (5C), com perda de um CO; e
geracdo de duas moléculas de NADPH (Figura 8). O restante da via das pentoses-fosfato
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consiste de uma série de interconversdes metabodlicas, que convertem a ribulose-5-fosfato em
dois intermedidrios da glicdlise (Frutose-6-fosfato e Gliceraldeido-3-fosfato).

From giycolysis —se———- Glucose — 6 -®

/— NADP~
®,\»

6 — Phosphogluconate

NADP~
@
C02 ‘/

v :

Ribulose = 5 -®
A
Ribose = 5 ®ﬁ)@ulose L —®
~— Glyceraldehyde — 3 ‘® Sedoheptulose = 7 -@
(To glycolysis) l @
~————— Fructose =6 - Erythrose -

Figura 8 — A via das pentose-fosfato (Hopkins, 2000).

3

As fungdes atribuidas a via das pentoses-fosfato sdo:

® Producdo de NADPH, que pode ser utilizado como fonte de poder redutor nas
reacOes biossintéticas e, alternativamente, como fonte de energia que pode ser
utilizada na CTE para producdo de ATP (lembre-se da desidrogenase do NAD(P)H
que existe na face externa da membrana interna da mitocdndria de plantas).

e Geracdo de intermedidrios do ciclo de Calvin (fotossintese) que podem ser
utilizados em folhas jovens, que ndo sdo completamente autotrdficas (ribulose-5-P,
ribose-5-P, eritrose-4-P, dentre outros).

® Producdo da ribose-5-fosfato, precursor da ribose e da desoxirribose (sintese de
acidos nucléicos).

¢ Producdo de eritrose-4-fosfato, que participa, juntamente com o fosfoenolpiruvato
(PEP), da sintese de aminodcidos arométicos (fenilalanina, triptofano e tirosina) e
dos precursores da lignina, flavonoéides e fitoalexinas.

g) A Respiragio e a Formacao de Esqueletos de Carbono

Como ja comentamos anteriormente, uma das importantes fungdes da respiracdo, além
da produgéo de ATP e poder redutor (NADH, NADPH e FADH), € a produgao de esqueletos
de carbono requeridos para a biossintese de outras moléculas da célula. A biossintese de
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dcidos nucléicos, proteinas, celulose, lipidios e outras moléculas celulares requerem, além de
energia (ATP e poder redutor), os esqueletos de carbono que formam as unidades estruturais
basicas destas macromoléculas. Os mais importantes esqueletos de carbono, formados a partir
de intermedidrios da glicdlise e Ciclo de Krebs, sao mostrados na figura 9.
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Figura 9 — O papel da respiragc@o nos processos de biossintese (Hopkins, 2000)

A retirada de intermedidrios da glicdlise e do Ciclo de Krebs para a sintese de outras
moléculas significa, obviamente, que nem todos os substratos da respiracdo poderdo ser
completamente oxidados até CO, e H,O. Deve-se ter em mente, no entanto, que um
suprimento adequado de ATP é também necessdrio, visto que as reacdes de biossintese e
indimeras outras funcdes da célula também requerem esta fonte de energia. Assim, acredita-se
que o fluxo de carbono através da respiragdo celular deve representar um balanco entre a
demanda metabdlica por ATP, de um lado, e o requerimento de poder redutor e de esqueletos
de carbono, do outro. Por exemplo, quando a demanda por ATP € alta, maior percentagem dos
substratos podera ser completamente oxidada para produzir esta fonte de energia.

Outro importante ponto a ser considerado é que durante periodos de alta atividade
biossintética, a retirada dos 4cidos organicos do Ciclo de Krebs para a produgdo de outros
compostos (aminodcidos, por exemplo), poderd reduzir significativamente o nivel de
cetoglutarato, paralisando ou inibindo o Ciclo de Krebs e, consequentemente, o processo
respiratério. Isto, no entanto, € evitado através das chamadas Reagdes Anapleréticas ou de
Suplementacio. Estas reacdes catalisadas por enzimas citosdlicas (carboxilase do PEP e
desidrogenase do malato) e mitocondriais (desidrogenase do malato e enzima malica),
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transferem moléculas da glic6lise para o Ciclo de Krebs, garantindo o funcionamento normal
da respiragdo (Estas reacdes sdo mostradas nas paginas 160 e 163).

3 - RESPIRACAO NOS ORGAOS VEGETAIS

a) Taxas de Respira¢do em Funcdo da Idade

O estudo da respiragdo ao nivel de 6rgdos ou da planta € mais complicado do que
estudéd-la em células individuais. A respiragdo na planta é normalmente estudada, medindo-se
a absorcdo de O, ou a evolugdo de CO,, sendo que as taxas obtidas desta maneira sdo
altamente varidveis. Em adicdo, as taxas de respiracdo diferem entre 6rgdos, mudando com a
idade e o estddio de desenvolvimento e, sdo bastante influenciadas pela temperatura do ar,
niveis de oxigénio, dentre outros fatores.

Como regra geral, a taxa respiratdria reflete o nivel de demanda metabdlica. Assim,
plantas, 6rgdos ou tecidos jovens respiram mais rapidamente do que plantas, 6rgdos ou
tecidos velhos. A alta taxa de respiracdo durante os estddios iniciais de crescimento esta
presumivelmente relacionada aos requerimentos de energia e de esqueletos de carbono para as
células que estdo em processos de divisdo e de alongamento. Quando a planta ou 6rgdo
aproxima-se da maturidade, o crescimento e as demandas metabdlicas a ele associadas
também decrescem (Figura 10).

Rapid
— | e\ 3turation ----—---—l-i Senescence

Climateric Rise

/ il

Relative Respiration

AZe  m—

Figura 10 — Taxas de respira¢do em fun¢fo da idade. Esta curva aplica-se & maioria das
plantas herbaceas, tecidos e 6rgdos (Hopkins, 2000).

E importante destacar que alguns érgdos, especialmente folhas e alguns frutos,
experimentam um aumento transitério na respira¢do, conhecido como climatério, o qual
marca a senescéncia e as mudangas degenerativas que precedem a morte (Figura 10). No caso
de frutos climatéricos, estas mudangas coincidem com o amadurecimento. Tipicamente, no
climatério, aumento no consumo de O, é acompanhado pela queda na fosforilagdo oxidativa,
indicando que a producdo de ATP néo estd sendo acoplada ao transporte de elétrons.

OBS: A taxa de respiracdo em sementes germinando serd estudada na Unidade XIII
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b) Taxa de Respiracdo e Economia no Uso do Carbono

Um aspecto importante a ser considerado € que, na maioria das plantas, uma propor¢ao
significativa do carbono fotoassimilado € alocado para a respiragdo. Um levantamento feito
com espécies herbiceas mostrou que 30 a 60% do ganho didrio com a fotossintese sdo
consumidos pela respiracdo, e este valor decresce com a idade da planta. Em arvores lenhosas
jovens as perdas podem chegar a um ter¢o do carbono assimilado, podendo dobrar nas plantas
adultas devido ao aumento na proporcao de tecidos ndo fotossintéticos. Em dreas tropicais, a
respiragdo pode consumir de 70 a 80% dos fotoassimilados, por causa da alta respiracio
noturna associada as elevadas temperaturas desta regido.

Em um esfor¢o para melhor entender o impacto da respiragcdo sobre a economia no uso
de carbono nas plantas, alguns fisiologistas tém tentado distinguir entre os gastos com o
crescimento (carbono e energia) e os gastos com a manutencido das atividades e estruturas
celulares (carbono e energia). Assim, tém sido propostos os termos Respiracido de
Crescimento e Respiracdo de Manutengdo. A respiracdo de CRESCIMENTO inclui o carbono
realmente incorporado (producdo de esqueletos de carbono para a formagéo de parede celular,
macromoléculas, etc.) mais o carbono respirado para produzir a energia, na forma de ATP e
poder redutor (NADPH, NADH, FADH,), necessdria para as reagdes de biossintese e para o
crescimento. A RESPIRACAO DE MANUTENCAO, por outro lado, fornece a energia para
0s processos que ndo resultam em incremento de matéria seca (crescimento), tais como:
“turnover” de moléculas orginicas, manuten¢do das estruturas de membranas e troca de
solutos, dentre outros. Esta respiracdo de manutengdo é baixa em plantas e 6rgaos jovens que
estdo em processo de rapido crescimento (Figura 11). No entanto, em 6rgdos que terminaram
0 seu crescimento, a respira¢do de manutengdo pode corresponder a uma elevada percentagem
da respiracdo total. Em folhas maduras, por exemplo, ela aproxima-se de 100% de toda a
respiragao.

Growth
component

Relative Respiration Rate

Maintenance
component

Relative Growth Rate

Figura 11 — Relag@o entre a taxa de crescimento do 6rgéo e a respiracdo de manutencio
(Hopkins, 2000).

Como vimos anteriormente, a respiragdo produz a energia metabdlica que € requerida
para vérios processos de crescimento, contribuindo, portanto, para o aumento na produgdo de
biomassa. No entanto, ela pode consumir carbono com pouco ou nenhum aproveitamento de
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energia ttil. Visto que, esta dltima situag@o representa uma perda de carbono pela planta, tem-
se assumido que uma menor taxa de respiracdo pode favorecer uma maior economia de
carbono, resultando em maior crescimento e produtividade. Corroborando com esta
afirmacdo, alguns estudos tém mostrado a existéncia de correlagdo inversa entre a taxa de
respiragdo e a taxa de crescimento (Figura 12). De acordo com estes estudos, os gendtipos
mais produtivos foram os que apresentaram menor taxa de respiragdo de manutencdo nos
tecidos maduros. Em outras palavras, quanto menor o consumo de carbono na respiragio de
manuten¢do, maior propor¢do do carbono estard disponivel para o crescimento.
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Figura 12 — A correlacdo inversa entre a taxa de respiragéo e a taxa de crescimento em
genoétipos de Lolium pratense (Hopkins, 2000).

4 - FATORES QUE AFETAM A RESPIRACAO

a) Disponibilidade de substrato

A respiracdo depende da disponibilidade de substratos. Plantas pobres em amido,
frutanas ou agucares de reserva, respiram em taxas consideravelmente baixas. Plantas
deficientes em acticares aumentam sensivelmente suas taxas de respiracdo quando supridas
com os referidos substratos. De fato, a taxa de respiracdo de folhas € maior no inicio da noite,
quando os niveis de agucares s@o altos, do que antes de iniciar o dia, quando os niveis de
substratos sdo baixos. Além disso, folhas sombreadas (no interior da copa de uma arvore, por
exemplo) apresentam menores taxas de respiracdo do que folhas expostas ao sol. Isto se deve,
provavelmente, a menor taxa de fotossintese e, consequentemente, menor producdo de
substratos nas folhas sombreadas.

E interessante que, quando ocorre uma forte deficiéncia de actiicares, as proteinas podem
ser utilizadas como substrato para respiracdo. Estas proteinas sdo primeiramente hidrolisadas
produzindo aminoécidos, os quais sdo degradados nas reagdes da glicdlise e ciclo de Krebs.
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b) Luz

Os efeitos da luz sobre a respiragdo mitocondrial t€m sido motivos de considerdvel
discussdo. Alguns consideram que a respiracdo mitocondrial decresce na luz, porém ndo se
conhece ao certo a intensidade deste efeito. Na realidade, a tentativa para estudar a respiracao
em folhas verdes tem levado as conclusdes conflitantes. Estas variam desde completa inibi¢ao
da atividade mitocondrial, operacdo parcial do ciclo de Krebs, ou até estimulo da respiracio
pela luz. O problema reside na dificuldade de se medir a respiracdo em um periodo em que a
troca de gases € dominada pelo fluxo de CO, e O, devido a fotossintese, a reciclagem de CO,
dentro da folha e a troca de metabdlitos entre cloroplastos e mitocondrias. Alguns acreditam
que pelo menos uma operacao parcial do ciclo de Krebs é necessaria, para fornecer
esqueletos de carbono para a sintese de compostos durante o dia.

OBS: Mutantes sem o complexo respiratério em folhas fotossintetizantes sofrem inibicao do
desenvolvimento foliar de da fotossintese.

c¢) Temperatura

O coeficiente de temperatura (Qo) € usado para descrever o efeito da temperatura sobre
a respiracao.

Q10 = Taxa de Respiracdo em (t + 10°C)
Taxa de Respirag¢do em t°C

Em temperaturas entre 5 e 25 ou 30°C, a respiragio aumenta exponencialmente com a
temperatura € o valor do Qo fica em torno de 2,0. Nesta faixa de temperatura, a taxa de
respiracdo dobra para cada aumento de 10°C, o que estd de acordo com o comportamento
tipico das rea¢des enzimaticas. Em temperaturas acima de 30°C, o valor de Qjo na maioria
das plantas comega a cair. Quando a temperatura aproxima-se de 50 a 60°C, a desnaturagio
térmica das enzimas respiratérias e danos sobre as membranas, praticamente paralisam a
respiracao mitocondrial.

d) Oxigénio

Como aceptor final de elétrons, a disponibilidade de O, €, obviamente, um fator
determinante da taxa respiratdria. No entanto, sob condi¢cdes normais, o oxigénio raramente é
um fator limitante.

Porém, existem algumas situagdes onde a disponibilidade de O, pode tornar-se um fator
limitante. Por exemplo, em tecidos com baixa relacdo superficie/volume, como tubérculos de
batata, a lenta difusdo de O, pode restringir a respiracdo no interior destes orgdos. O
suprimento de O, é também comprometido em cultivos inundados, onde a respiracdo
mitocondrial torna-se comprometida, principalmente em espécies ndo adaptadas.

Nestes casos, pode-se verificar aumento na respiragdo anaerdbica (principalmente a
fermentagdo alcodlica). Este tipo de respiracdo, por ser menos eficiente (produz pouco ATP)
pode levar a um maior consumo de carboidratos (Efeito Pasteur).
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ESTUDO DIRIGIDO N° 06

ASSUNTO: RESPIRACAO

10.

11.

12.

13.

14.

. Mostre a equagdo geral da respiracdo partindo da sacarose.

Quais os principais substratos utilizados na respiracdo?

Calcule o quociente respiratério (QR) do acido palmitico (CicH3,0;), do 4dcido malico
(C4HgO,) e da frutose (CgH20g).

Quais as fungdes da glicdlise?
Discuta sobre o destino do piruvato formado na glicélise.
Quais as fungdes do Ciclo de Krebs?

Mostre a localizacdo da Cadeia de Transporte de Elétrons. Esquematize a composicdo
bioquimica da CTE de plantas.

Qual a diferenca entre fosforilacdo ao nivel do substrato e fosforilagcdo oxidativa?
Qual a fungdo do oxigénio na respiragao?

Mostre como a sintese da ATP na mitocondria é explicada pelo Mecanismo
Quimiosmético proposto por Mitchel (1960).

Faca um balanco energético da oxidagdo completa de um mol de glucose através da
glicdlise, Ciclo de Krebs e CTE.

Mostre graficamente a relacio entre a taxa de respiragdo e a idade de um 6rgdo vegetal.
Defina respira¢do de manutencio e respiragdo de crescimento.

Mostre como a temperatura pode afetar a respiracdo vegetal. Avalie possiveis efeitos
sobre a produtividade.
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