BIOENERGETICA

51 CONCEPTOS GENERALES

En las unidades de Nutricién y Enzimas
tratados con anterioridad se ha expresado
que la Bioguimica es una ciencia que intenta
explicar 1os fendbmenos vitales con los es-
guemas de la Fisica y la Quimica, es decir,
gplicar a los fendbmenos biol dgicos las mis-
mes leyes que a la materia inorganica. Al
heblar de nutricién se explico la forma en
qe los organismos obtienen energia de los
dimentos que ingieren y que algunas formas
de desnutricion (marasmo, kwashiorkor) y
la muerte por inanicion se relacionan con un
desequilibrio energético. Al explicar el me-
canigmo de accion de las enzimas se men-
cionb una barrera energética que es
Nnecesaio vencer para que una reaccion ter-
modinamicamente posible, ocurra por ac-
ddnenzimética.

Es por tanto, necesario explicar algunos
conceptos relacionados con la energia para
comprender la bioenergética o termodina-
mica bioguimica, que estudia los cambios de
enargia que acompafian a las reacciones bio-
quimicas.

5.1.1. Conceptos Termodinamicos

Se utiliza el término sistema para designar
ua porcion de materia que se desea estu-
dar; toda otra materia serd el medio que ro-
dmd sistema.

Un sistema posee un contenido energético
que comprende un sinnimero de formas de
energia y la suma de todas se conoce como
energia in'erna (E) del sistema. En fisica se
dice que energia es todo aquello capaz de
producir trabajo. Sin embargo, de todo ese
contenido energético de un sistema, sélo una
porcién esta disponible para realizar trabajo
y es la energia Util; a esa porcién de la ener-
gia total se le conoce como energia libre
(FoG) o de Gibbs. Un sistema es un conjun-
to de cuerpos que contienen materia 'y ener-
gia, cuyo estado se define en términos de
presién, temperaturay composicion. El con-
tenido total de energia de un sistema antes
de que ocurra un proceso se designa como
estado inicial, y el contenido de energia del
sistema después de ocurrido el proceso que
interesa estudiar se conoce como estado fi-
nal. Medir los cambios de energia que ocu-
rren durante un determinado proceso puede
resultar dificil, pero resulta mas facil y pre-
ciso determinar el contenido energético del
sistema en el estado inicial y en el estado fi-
nal y calcular el cambio, que se acostumbra
simbolizar con la letra griega delta mayUs-
cula (A).

Si presion y temperatura con constantes,
los cambios de energia se relacionan Unica-
mente con la composicion del sistema. Exis-
ten varios tipos de sistemas: Se define como
sistema aislado aquel que no intercambia
materia y energia con su medio. Sstema ce-
rrado es aquel que intercambia energia pero



Considerando que cada mol de ATP re-
quiere 7.3 Kcal para formarse, la cantidad
de energia liberada cuando el NADH cede
sus electrones al O2 equivale aproximada-
mente a siete veces la que serequiere para la
sintesis de un mol de ATP. Sin embargo, en
realidad sélo se forman 3 moles de ATP en
la fosforilacion oxidativa; por tanto, la efi-
ciencia del proceso es:
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Esta eficiencia es muy alta si se compara
con la de las mejores maquinas construidas
por el hombre. Considerando en conjunto
todos los procesos mitocondriales, este sis-
tema ha alcanzado, a lo largo de la evolu-
cion, un grado de perfeccion dificilmente
imaginable.

5.3. CADENA RESPIRATORIA

Toda la energia util liberada durante la
oxidacién de los nutrimentos energéticos se
aprovecha en las mitocondrias bajo la forma
de equivalentes reductores (hidrogeno o elec-
trones). El méas importante de los sistemas
de oxidorreduccion en las células es la cadena
respiratoria que es un sistema de transferen-
cia de hidrégenos y electrones catalizada por
proteinas enziméticas ordenadas en forma
secuencial en la membrana mitocondrial in-
terna. Los equivalentes reductores son ex-
traidos de los sustratos en el ciclo de Krebs o
la P-oxidacion de &cidos grasos y transpor-
tados a través de la cadena de transporte
electrénico hasta el ultimo aceptor de elec-
trones, el oxigeno molecular, para formar

agua.

5.3.1. Estructura Mitocondrial

La mitocondria ha sido llamada con toda
propiedad, la "planta motriz" o el organelo

"ergopoyético" dela célula, puesto que agui
se produce la mayor parte de la energia deri-
vada de la respiracion (ciclo de Krebs,
oxidacion de acidos grasos). En este organe-
lo existen, ademas, los transportadores de
electrones de la cadena respiratoriay los in-
tegrantes de un sistema acoplado de fosfori-
lacion oxidativa generadora de ATP.

El nimero de mitocondrias de un tejido es
variabley refleja el grado de actividad meta-
bdlica aerdbica del mismo. El eritrocito no
tiene mitocondrias y no puede generar ener-
gia a partir de oxigeno. En cambio, €l tgido
cardiaco es un tejido muy aerobico; se ca-
cula que la mitad del citoplasma son mito-
condrias. el higado posee entre 800 a 2000
mitocondrias por célula; es también un tgi-
do muy aerobico.

La mitocondria esta formada por dos
membranas, una membrana externa y uma
membrana interna con muchas invaginacio-
nes llamadas crestas mitocondriales (fig. 5.3).
La membrana externa es muy sencilla, esa
compuesta por 50% de lipidos (fosfolipidos
y colesterol) y 50% de proteina con pocas
funciones enziméticas y de transporte. Sn
embargo en la membrana externa existen
muchas unidades de una proteina denomina-
daporina, la cual forma canales que permi-
ten difundir libremente sustancias con un
peso molecular de 10,000. Existen también
enzimas que Ilevan a cabo biosintesis de &ci-
dos grasos y fosfolipidos. La membranain-
terna es mas compleja, esta constituida en
un 80% por proteinas y contiene todas las
enzimas implicadas en el transporte de elec-
trones (cadena respiratoria) y en la fosforila-
cién oxidativa, deshidrogenasasy sistemas
de transporte de sustrato y metabolitos entre
el citosol y la matriz mitocondrial. Una ca
racteristica particular de la mitocondria res-
pecto a otros organelos es que posee su
propio DNA. Es un DNA circular parecido
al de las bacterias. Esto ha permitido propo-
ner una hipoétesis sobre el origen delas mito-
condrias, que supone son procedentes de
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primitivas bacterias que se establecieron en
simbiosis conlas células eurocaridticas.

La membrana interna de las mitocondrias
adiferencia dela membrana externaes prac-
ticamente impermeable asustancias polares.
Existen proteinas transportadoras especifi-
cas que permiten €l paso en forma controla-
da. Estamembranatiene varios pliegues que
se denominan crestas, cuyo nimero €s pro-
Ipc:rci onal ala actividad metabdlica dela cé-
ula

El espacio entre las membranas externa e
interna se conoce como espacio intermem-
branal y tiene una composicién quimica si-
milar a citosol.

En el interior de lamitocondria se localiza
la matriz mitocondrial rica en enzimas, se
encuentran las del ciclo de Krebs, p-oxida-

cion y otras relacionadas con el metabo-
lismo de glucidos, aminoécidos y é&cidos
grasos. Existe en la matriz mitocondrial el
DNA circular, ribosomasy las enzimas ne-
cesarias para la biosintesis de proteinas, co-
dificadas por € genoma mitocondrial. Sin
embargo, las mitocondrias no son auténo-
mas, la mayor parte de las proteinas mito-
condriales son codificadas por e DNA
nuclear.

Debe recordarse que la morfologia de la
mitocondria no es constante; se observan
profundos cambios en € tamafio, formay
organizacion de membranas entre un etado
de reposo a uno con actividad intensa. Tam-
bién cambia en forma apreciable su fisiolo-
giapor laaccién de algunas sustancias como
latiroxina

Cregtas mitocondriales

Matriz mitocondrial T

Piruvato deshidrogenasa
Citrato sintetasa
Aconitasa

Isocitrato deshidrogenasa
Alfa-cetoglutarato
deshidrogenasa

Fumarasa

Malato deshidrogenasa
Ornitina transcarbamilasa
Carbamil fosfato sintetasa
Glutamato deshidrogenasa
Aspartato aminotransferasa
Acll-CoA deshidrogenasa
Enoil-CoA hidratasa

B-0H Acil-CoA deshidrogenasa
Ticlasa

Membrana interna

Membrana externa

cit B

Cit Bs; reductasa
MAO

Acil-Coh sintetasa
Sistema enzimitico
para la elongacién
de 4cidos grasos
Alfa-glicerofomnfato
Acil transferasas
Fosfolipasas
NucleSsido difosfo-
cinasa

Fosfocolina trane-
ferasa

*xxxzupaclc intermembranal

Adenilato cinasa
Nucledsido difosfocinasa

Transportadores de
electrones de la

cadena respiratoria
Citocromos (b, ¢, ¢, &, &)
NADH-deshidrogenasa

Ubiquinona
ATP sintetasa,

ATPasa,

FoFl

Flavoproteinas

B~0H butirato deshidrogenasa
Eistema de elongacibn de
dcidos grasos, translocasas o
permeasas especificas



53.1.1. Respiracion Celular

L o que se entiende por respiracion, antes
de conocer las bases bioquimicas de los pro-
cesos oxidativos, se refiere realmente al
transporte de oxigeno desde el medio am-
bientea la célulay, dentro de ésta, ala mito-
condria. Es aqui donde se realiza la
verdadera respiraciéon o respiracion celular.
El proceso consiste en la transferencia de
sustratos reducidos que cederan, primero
sus hidrogenos, y luego |os electrones hasta
el oxigeno como aceptor final.

5.3.2. Deshidrogenasas

Se puede considerar el descubrimiento de
las deshidrogenasas realizado por Thunberg
a principios de siglo, como €l inicio de lo
gue hoy se conoce como cadena respiratoria.
Thunberg descubre la accion de enzimas
deshidrogenasas capaces de catalizar la
oxidacién de ciertos sustratos en ausencia
absoluta de oxigeno, utilizando azul de me-
tileno como aceptor de hidrégeno el cual al
reducirse se decolora transforméndose en
leucobase. Las deshidrogenasas pertenecen
al grupo de enzimas |lamadas oxidorreduc-
tasas.

5.3.2.1. Coenzimas de Oxidorreduccién

Algunas deshidrogenasas poseen como
coenzimas a derivados de la vitamina nicoti-
namida como por ejemplo el nicotinamida
adenina nucleético (NAD.) (Fig. 5.4.)

Otra coenzima de captacion de equivalen-
tes reducidos es el NADP" cuya estructura
es muy parecida ad NAD" con un fosfato
masen laribosa adenilica (Fig. 5.5).

Muchas deshidrogenasas utilizan coenzi-
meas derivadas de la vitamina B2 (riboflavina)
como son elflavin mononucledtico (FMN) vy
dflavin adenindinucleético (FAD) (Fig. 5.6).

La coenzima Q (CoQ), también |lamada
ubiquinona por su estructura quimica y ubi-
cuidad, no pertenece al grupo de los dinu-
cledtidos, tiene una estructura isoprenoide
muy semejante a las vitaminas K y E. La
CoQ sirve como transportador "maovil", que
opera con deshidrogenasas ligadas a flavina
como las NADH deshidrogenasas (Fig. 5.7).
La coenzima Q es el Unico eslabon de la
cadena respiratoria no unido a proteinas.
Debido a su carécter hidrofébico (estructura
isoprenoide) se puede alojar en la zona hi-
drofdbica de la bicapa lipica de lamembrana
interna de la mitocondria y puede actuar co-
mo un portador movil de electrones. La ubi-
quinona acepta hidrégenos y se reduce a
dihidroguinona (COQH2), en la siguiente
etapa al reoxidarse cede dos electrones al
sistema de citocromos y quedan dos proto-
nes libres en el medio.

Los equivalentes de reduccion (hidroge-
no) se extraen de los sustratos en el ciclo de
Krebs, P-oxidacion de &cidos grasos o indi-
rectamente de la glucdlisis y se dirigen se-
cuencialmente, de acuerdo a su potencial
redox a los diferentes eslabones de la cadena
respiratoria.

L os equivalentes de reduccién se introdu-
cen en la cadena respiratoria a nivel del
NAD" o CoQ a partir de las reacciones de
las deshidrogenasas ligadasaNAD™ o FAD.
Este sistema de transporte esta dispuesto de
tal manera que los miembros reducidos de
los pares redox se oxidan por el miembro
oxidado del siguiente componente del siste-
ma (Fig. 5.8).

5.3.2.3. Donadores de Hidr6genos

Los equivalentes reducidos (hidrégenos)
provenientes de sustratos del ciclo de Krebs,
P-oxidaciony otras vias metabdlicas son ca-
talizados por deshidrogenasas especificas y
Ilegan a la cadena transportadora de hidro-
genos a diferentes niveles (Fig. 5.9)
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Fig. 5.5. Estructura del nicotin-adenin-dinucledtido fosfato (NADPY).

5.3.3 Citocromos

Paralelamente al descubrimiento de las
deshidrogenasas por Thunberg, Warburg
descubre que e cianuro, sustancia a la que
son insensibles las deshidrogenasas, inhibe
la respiracion a bajas concentraciones. A la

enzimainhibidapor cianuro, Warburg la de-
nomina"enzimarespiratoria' o atmungsfer-
ment. Los descubrimientos fueron dificiles
de correlacionar entre si, hasta que Szent
Gyorgyi sugirié que las flavoproteinas po-
drian ser las intermediarias entre las deshi-
drogenasas de Thunberg y la enzima de
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Warburg. Posteriormente Keilin descubre Los citocromos son una clase de neni6-
los citocromos; confirma que la enzima de  proteinas que contienen hierro (fig. 5.10). A
Warburg es uno de ellosy que posee hierro,  diferenciadel grupo hemo de la hemoglobi-
ya que es inhibida por cianuro. na enlaque el hierro del hemo permanece
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Fig. 5.9. Donadores de hidrégenos para la cadena respiratoria.
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en estado ferroso (Fe™), el hierro del grupo
hemo de los citocromos esté alternadamente
oxidado (Fe**) o reducido (Fe**) en la trans-
ferencia de electrones hacia el aceptor mas
avido deellos, el oxigeno.

Los citocromos de las mitocondrias se de-
signaron a, b y ¢ en base de la banda a de su
espectro de absorcion y al tipo de grupo he-
mo. Sin embargo, €l orden en que actlan
transportando electrones es diferente:

(citb —e citcj —» cite —e cita — cita3)

5.33.1. Transporte deElectrones

En las reacciones de transferencia de hi-
drégenos del NADH a la coenzima Q se
transportan dos hidrogenos (dos protones y
dos electrones). Al llegar a la COQH2, se
continban transportando dos electrones por

los citocromos, pero un par de protones H* se
liberan al espacio intermembranar, el cual
se acidifica.

El transporte de electrones, seiniciaal ser
captados por el citocromo b; el hierro del
grupo hemo oxidado (Fe*") al aceptar un
electron (e~) se transforma en hierro reduci-
do (Fe?). Recordar que reduccién equivale
a ganancia de electrones.

En la fig. 5.11 se ilustra la secuencia de
reacciones en el transporte de electrones hasta
el ultimo aceptor.

5.3.3.2. Nivel deenergiade lasReacciones

Durante la transferencia de hidrégenos y
electrones desde el par NADH/NAD" ala
molécula de oxigeno se produce un descenso
de potencial redox de 1.14V que de acuerdo
a la ecuacion de Nernst, produce un cambio
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Fig. 5.11. Transporte mitocondrial de electrones. Adviértase que en los citocromos la transferenciaes
unielectrénica, por ello se requieren dos citocromos, uno por cada electrén transportado.

de energia libre de 52.6 Kcal por mol. Esta
caida de potencial tiene lugar en etapas a
medida que los hidrégenos o electrones pa-
san por los distintos eslabones de la cadena.

En todas las reacciones de la cadena se
produce liberacion de energia, pero solo en
tres de ellas existe un sistema fosforilante
acoplado que permite la sintesis de ATP; el
resto de la energia liberada en las otras reac-
ciones se pierde en forma de calor (energia
no Gtil) que sin embargo, mantienen la tem-
peratura corporal de los organismos homeo-
térmicos (mamiferos) en forma casi
constante (=*36.5°C).

5.3.3.3. Ultimo aceptor de electrones:
Oxigeno

El oxigeno es uno de los elementos de
mayor electronegatividad en la tabla perio-
dica. .Esto significa que es el elemento mas

avido de electrones, y en la cadena transpor-
tadora de electrones mitocondrial determing,
el flujo electrénico. Finalmente llegan al
oxigeno dos electrones que completaran su
orbital con ocho, pero lo dejan con carga
eléctrica negativa.
1205 +2e~ — 1/203
Los dos protones (hidrogeniones, H")
producidos al ceder la COQH2 los dos dec-
trones de cada hidrégeno al cit b, son capta
dos por €l oxigeno ionico (V202") y forma
una mol écula de agua:
1,0,242H — H,0
Laimportancia que tiene el oxigeno como
agente que determina el flujo de electronesy
con ello la liberacion de energia para formar
ATP, se demuestra cuando un tejido sufrela
falta de oxigeno (hipoxia tisular) como enel



infato de miocardio, o cuando un tejido co-
mo el musculo esquel ético demanda mayo-
res cantidades de oxigeno durante el
gercicio intenso.

5.3.34. Oxidacion Extramitocondrial

Existe otro tipo de transporte electrénico
que se encuentraen el sistema reticulo endo-
plasmico o en la fraccion microsomal de hi-
gado, asi como en tejido esteroidogénico
como la corteza suprarrenal, testiculo, ova-
rioy placenta.

Este sistema de transporte electrénico uti-
liza NADPH como fuente de equivalentes
de reduccion y un citocromo exclusivo de
ege sistema que no se encuentra en la mito-
crondria, el citocromo P450 |lamado asi por-
que la forma reducida tiene una banda de
absorcion a 450 nm.

Eda cadena de transporte electronica no
es fosforilante puesto que no se sintetiza
ATP. El fin de este sistema es la hidroxila-
codn de ciertos metabolitos o farmacos (co-
mo fenobarbital, aminopirina, morfina y
otros) esteroides o esterdles, acidos grasos,
hidrocarburos policiclicos y algunos ami-
noécidos. Este sistema permite la hidroxila-
aon del colecalciferol (vitamina D3) a las

formas activas 24,25 -dihidroxicolecalcife-
rol y 1,25-dihidroxicolecalciferol.

54 FOSFORILACION
(FORMACION DE ATP)

Se ha mencionado a lo largo de esta uni-
dad, que la energia contenida en los equiva-
lentes de reduccion (hidrégenos) ha sido
liberada para ser finalmente almacenada en
forma de compuestos ricos en energia. Es-
tos compuestos son las sustancias claves del
metabolismo energético celular.

Lipmann introdujo el concepto de enlace
de alta energia(-) y de enlacefosfato de al-
ta energia (~P) y con ello se aprecio6 con cla-
ridad el papel de estos compuestos en
bioenergética. De hecho, la conservacion y
transferencia de la energia celular se lleva a
cabo gracias a la transferencia de grupos
fosfatos. Los compuestos mas ricos en ener-
gia ceden su energia a ADP y lo transfor-
man en ATP, el cual a su vez la distribuye
donde la requieren las necesidades celula-
res. Por consiguiente, el ATP es la figura
central en el sistema de transferencia de
energia en la célula y, con toda razoén se le
considera "la moneda energética celular”.
Esto seilustra en la Tabla 5.2 donde el ATP

Medicamento-H 4- 0, 4-

J

Medicamento -OH -i- HpO

2+
cit A5QFe 4-

+ cCit Pgsscfe +

NADPH

Hidroxilasa

3+ +
NADP




no materia y se denomina sistema abierto al
gue intercambia materia y energia con su
entorno. Los sistemas biol6gicos se presen-
tan como sistemas abiertos o cerrados, iso-
térmicos (igual temperatura) e isobaricos
(igual presién). Un sistema bioldgico puede
ser una célula, un organismo, una colonia o
hasta el mundo entero.

El comportamiento de un sistema, biolé-
gico o inorganico, se rige por leyes o princi-
pios establecidos por una rama de la
fisicoquimica que estudia los fendmenos
energéticos de los sistemas, la termodinami-
ca. Laaplicacion de las leyes de la termodi-
namica a los seres vivos resulta de
extraordinaria utilidad si se considera que
los procesos bioquimicos, son reacciones
guimicas que deben ajustarse en todo a las
leyes que rigen el comportamiento de los
procesos termodinamicos. La termoquimica
es una rama de la termodindmica que estu-
dia los cambios de calor asociados con las
reacciones quimicas. Con ayuda de la ter-
mogquimica se puede predecir la factibilidad
deunareacciény la cantidad de calor que li-
berara o que debe administrarse para que
pueda realizarse.

La termodinamica clasica también se lla-
ma "termodindmica de equilibrio" porque
sus principios se cumplen sélo cuando se al-
canza el equilibrio. Sin embargo, la condi-
cion de equilibrio es incompatible con la
vida; los seres vivos deben mantener sus
procesos lejanos del equilibrio. Segun Bi-
chat, "la vida es el conjunto de funciones
queseresisten a lamuerte”. En términos ter-

Q=AE + W
AE=Q-W
AE=Q-PAV

modinamicos, la vida es el conjunto de fac-
tores que tienden al equilibrio pero impiden
que éste se alcance.

Las limitaciones de la termodinamica cla
sica se superan gracias a la "termodinamica
de los procesos irreversibles" o "termodina-
mica de desequilibrio".

Sin embargo, como la termodinamicacla
sica permite obtener informacién de los fe-
némenos vitales, estudiaremos aquellos
aspectos aplicables a los procesos bioquimi-
COS cuyo conocimiento resulta imprescindi-
ble para entender |os principios generales de
la bioenergética.

La primera ley de la termodinamica esta
blece que la energia total deun sistema, més
la de su entorno, permanece constante. A es-
taley se le conocetambién como "Ley dela
conservacion de la energia' que significa
que: la energia no se crea ni se destruye, so6-
lo se trasforma. Sin embargo, dentro de e
sistematotal, la energia puede transformarse
de una a otra forma, por ejemplo, la energia
eléctrica puede transformarse en energia tér-
mica, energia radiante o energia mecéanica.

La forma de energia mas usual es el calor
(Q); puede afirmarse que casi todos los
eventos fisicos o0 quimicos que ocurrenenla
naturaleza, absorben o desprenden calor al
efectuarse, es decir, son procesos exotérmi-
cos o endotérmicos.

Imaginemos un sistema aislado, al cual se
le administra una determinada cantidad de
calor (Q) lo cual puede provocar un cambio
en la energia interna del sistema (AE) oun
trabajo querealiza el sistema.




Tabla 5.2

Energfa libre estandar de hidrélisis de algunos compuestos ricos en energia

Compuesto -AF© ~AF©

Kcal/mel KJ/mol
Fosfoenol piruvato 14.8 61.9
Carbamil fosfato 12.3 514
1,3 -Difosfoglicerato 11.8 49.3
Fosfocreatina 10.3 43.1
S-Adenosil-metionina 10.0 41.8
Acil-CoA 7.7 32.2
ATP 7.3 30.5
Pirofosfato 6.0 25.1
Glucosa - 1- fosfato 5.0 20.9
Fructosa -6 fosfato 3.8 159
AMP 3.4 14.2
Glucosa -6- fosfato 3.3 13.8
9.2

Glicerol -3- fosfato

ocupa una posicion intermedia entre los fos-
fatos y otros compuestos con alta energia 'y
los fosfatos de baja energia.

La célula cuenta con dos mecanismos ge-
neradores de ATP que son: a) a partir de
compuestos con un contenido de energia
mayor que el ATP, denominado fosforila-
cién a nivel del sustrato y b) lafosforilacion
oxidativa acoplada a la cadena respiratoria.

54.1. A nivel de Sustrato

Intermediarios ricos en energia de la ruta
glicolitica como el 1,3-difosfoglicerato
(1,3-DPG) y el fosfoenolpiruvato (PEP)
pueden transferir su fosfato de alta energia
al ADP en reacciones catalizadas por la fos-
fogliceratocinasa y piruvatocinasa respecti-
vamente. Los AF° de estas dos reacciones
son -11.8 y -14.8 Kcal/,ol respectivamente
y, por tanto, la transferencia del fosfato es
termodinédmicamente posible y da como re-
sultado la sintesisde ATP.

Sustancias como la fosfocreatina y fos-
foarginina (llamadas tradicionalmente fos-

2.2

fagenos) sirven como almacén de energiaen
el musculo. En condiciones fisiol6gicas, la
reaccion de la creatinfosfocinasa permite
gue las concentraciones de ATP se manten-
gan constantes en el mascul o, aunque se uti-
lice en forma continua.

En el ciclo de Krebs se lleva a cabo ua
reaccién catalizada por la succinatotiocina-
sa, en la que se forma a nivel de sustrato un
ATPapartirde GTP. En estareaccion el com
puesto de alta energia no es un fosfato sino un
derivado dela coenzima A, succinil-CoA.

5.4.2.  Fosforilacién Oxidativa

A pesar de los incontables afios-hombre
empleados en la investigacion experimental
sobre el mecanismo de la fosforilacién oxi-
dativa, aun no existe una descripcién preci-
sa. Existen varias teorias razonables y
algunas de éstas se aceptan como factibles
en la actualidad y seran analizadas a conti-
nuacion.

Por fosforilacion oxidativa se entiéndela
fosforilaciéon del ADP para dar ATP utili-



zando la energia liberada en la oxidacién de
las coenzimas de la cadena respiratoria. Los
sitios de fosforilacién son aquellos lugares
delacadenarespiratoria, donde el AF es su-
ficiente para permitir lasintesis de ATP aco-
pladaal transporte el ectronico.

El perfeccionamiento de los medios ins-
trumentales ha permitido el descubrimiento
de nuevos componentes de la cadena respi-
ratoria

Td es el caso de las ferroproteinas no he-
minicas pertenecientes a las ferrosulfopro-
teinas. unas estan asociadas a la NADH
deshidrogenasa, otras a la succinato deshi-
drogenasay finalmente, aloscitocromosby
¢. Laimportancia de las ferrosulfoproteinas
en la cadenarespiratoria se debe a que coin-
ciden con los sitios de fosforilacion | y 1.
También se han descubierto dos especies di-
ferentes de citocromo (b™ y b\) que difieren
ensu potencial redox.

Para comprender mas acerca del compor-
tamiento de la fosforilacion oxidativa con la
cadena respiratoria es necesario conocer la
disposicion espacial de los componentes de
lacadena (fig. 5.12).

En la fig. 5.12 se ilustran los complejos
formados por coenzimas de oxidorreduc-
cién y citocromos denominados complejos
de Green. Se muestran también los sitios
donde se encuentra acoplada la fosforilacion
con los complejos de la cadena. La razén
fosforo/oxigeno indica las moléculas de
ATPsintetizadas por &omo de oxigeno con-
sumido. En este sentido, la razon fosfo-
ro/oxigeno es igual a tres para el caso de los
sustratos que utilizan NAD™, a dos para el
cas0 de los sustratos FAD y a uno para el ca-
so del ascorbato. Asi, tenemos que los sitios
defosforilacion estan situados como sigue:

Sitio 1: Entre laflavoproteina 1 (FMN) y

laCoQ

Sitio 2: Entreel citby el cit Cj

Sitio 3: Entreel cita, 83y el oxigeno

La membrana interna posee numerosas
estructuras esféricas orientadas hacia el inte-

rior, unidas a la membrana por un pediculo.
Estas estructuras, observadas por primera vez
por Ferndndez Moran, se denominaron en un
principio "particul as el emental es de Fernan-
dez Moran" y hoy, mas cominmente, esferas
0 particulas mitocondriales. Se ha estableci-
do que estas particulas estan relacionadas
con los sitios de fosforilacion (Fig. 5.13).

Al conjunto acoplado que se encuentra
dispuesto en un orden funcional dentro de la
membrana interna se le conoce como unidad
respiratoria. ES conveniente conservar en
mente este esquema que permite explicar al-
gunas de las teorias propuestas para lafosfo-
rilacion.

Hasta el momento se han enunciado tres
hipétesis que intentan explicar cémo la
energia originada en el transporte de equiva-
lentes reducidos y electrones puede ser tra-
ducida en energia utilizable en forma de
ATP. Estashipotesis sonlas siguientes:

Hipétesis quimica. (Slater, 1953). Slater
parte de un hecho bastante comprobado: la
naturaleza siempre se imita a si misma. De
esta manera, postula Slater que la fosforila-
cién se lleva a cabo de una manera similar a
la que ocurre anivel del sustrato en lagluco-
lisis. Esta teoria postula la existencia de un
intermediario quimico muy inestable, con
un potencial energético que actuaria como
intermediario entre la cadena respiratoria y
lasintesisde ATP.

En este sentido, si no hay ADP que fosfo-
rilar, el intermediario no podria ceder su fos-
fato con la consecuente inhibicion de la
respiracién. Sin embargo, esta teoria que fue
una de las mas conocidas para explicar la
fosforilacion oxidativa ultimamente ha cai-
do en descrédito, por falta de apoyo experi-
mental, ya que no se han logrado aislar los
supuestos intermediarios. Ademas es posi-
ble desacoplar la cadena respiratoria de la
fosforilacién. Las otras teorias cada vez re-
ciben mas apoyo experimental.

Hipdtesis conformacional. (Boyer-Chance,
1964). Esta hipotesis tiene analogia con el
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Fig. 5.13. Particulas elemental es o0 esferas mitocondriales.

proceso de la contraccién muscular en la que
lahidrélisis del ATPinduce cambios confor-
macionales en la cabeza de lamiosina. La hi-
pdtess conformacional considera que como
consecuencia del transporte electronico se
libera energia que de alguna forma induce
un cambio conformacional de una proteina
membranal. Este cambio de conformacidn
inducido hace que la proteina se coloque en
un estado energético alto, el cual vuelveasu
estado normal cediendo esa energiaal ADP
y Pi paraformar ATP. Sin embargo, existen
pocas evidencias experimentales que apo-
yen esta hipotesis en forma concluyeme.
Hipdtesis quimiosmética. Esta hipotesis,
propuesta originalmente por Peter Mitchell,
1961 y modificada por é mismo en 1981 y
luego por Lehninger (1984) es actualmente
lamas aceptada y la que tiene mas apoyo ex-
perimental. Es un articulo publicado en Na-
ture, Mitchell dio un argumento negativo:
enlos 8 afios transcurridos desde la enuncia-

cién de la hipotesis quimica, "los esfuerzos
para aislar los intermediarios ricos en ener-
gia han sido infructuosos porque, simple-
mente, no existen".

La hipotesis de acoplamiento quimiosmati-
co de Mitchell compara los sistemas genera-
dores de energia de la membrana mitocondrial
con una bateria electroquimica comun; de la
misma manera que la energia se puede al-
macenar en baterias debido a la separacién
de las cargas positicas y negativas en los di-
ferentes compartimientos, se puede estable-
cer un gradiente electroquimico de protones
a través de la membrana mitocondrial inter-
nadurante el transporte electronico.

L os postulados de la teoria quimiosmética
de Mitchell son los siguientes:

1.- La membrana mitocondrial interna es
impermeable a los protones.

2.- La cadena respiratoria esta situada asi-
métricamente en |la estructura de la membra-
na, lo que favorece la expulsién de protones.
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3- La sintess de ATP se redliza en las
paticuas submitocondriales que funcionan
ano una ATP sintetasa. Estas particulas
et dispuestas asimétricamente y se " acti-
val' por d retomo de protonesd interior dela
mitocondria del espacio intermembranal.

4- Exigencia de un sistema de difusion
(probablemente H'/K ™), que tiene por obje-
to dispar e gradientede pH, sineliminar €
patenad de membrana (fig. 5.14).

Sgyn lahipdtesis de Mitchell, no existen
stios de fosforilacion propiamente dichos, si-
no q.elasintesisde ATPtiene lugar sempre
ge exida un gradiente protonico (fuerza
proton-motriz). La hipotesis ha recibido
gan gpoyo experimental:

1) Laadicion de protones (&cido) d medio
extaro de las mitocondrias conduce alage-
readon de ATP.

Espacio
intermembranar

Membrana
mitocondrial

2) La cadena respiratoria contiene sus com-
ponentes organizados lateralmente (asimetria
transversal) como los requiere lateoria.

3) El cociente fosforo/hidrogenién de la
ATPasa (ATP sintetasa mas propiamente)
es 1.2 y loscocientes hidrogeno/oxigeno pa-
ra la oxidacion del succinato y del P-hidro-
xibutirato son 4 y 6 respectivamente en
concordancia con las proporciones fasfo-
ro/oxigeno esperadasde2y 3.

Gran parte de los conocimientos actuales
sobrela ATPasa (ATP sintetasa) se deben al
grupo de Racker. La fraccion purificada de
ATPasa esta constituida por esferas de unos
90 A procedentes de las particulas de Fer-
nandez Moran. Consta de una porcién hi-
drosoluble denominada Fj (subunidades
3a,3p, Y, 5y €) quecontieneel centro activo
y una porcion hidrofébica denominada Fo,

Espacio matricial
mitocondrial

interna

Cadena de
transporte ———, | NADH
electrénico O_‘-—q. H*
L —
" ' La matriz se
El espacio \_ basifica [OH™] 1
intermembranar se r 2H*
acidifica [H*)1 | ()
]
t L 2HY -
|
; 4
| o
: C
| H,0
[
! ADP + P,
q ﬂ
H& ) H -
——\_/\\ ATP

Fig. 5.14. Hipdtesis del acoplamiento quimiosmético.



enterrada en la membrana mitocondrial que imprescindible para la accion de la oligomi-
actia como canal protonico. Entre ambas cina (ver adelante desacoplantes) y que es
porciones y la membrana se encuentra un un verdadero "cancerbero protonico" puesto
factor (F4) que recibe el nombre de OSCP que de éste depende el transporte de proto-
("oligomycin-sensitivity-conferring-protein), nes (Fig. 5.15).
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Fig. 5.15. Estructura de la ATP sintetasa (ATPasa mitocondrial).



5.4.3. Hidrélisis de ATP

La unidn esencial entre las vias de pro- @
duccién y de utilizacion de energia se man- o= 0—0. Tk
tiene mediante el adenosin 5-trifosfato ? o
(ATP), el cual es considerado la "moneda T it
universal" de energia libre en los sistemas o=%—0

ADP

biolégicos (Fig. 5.16). o

5.4.3.1. Enlacesdealta energia

En la figura 5.16 se muestra la estructura B _
dd ATPy del ADP; dado queel ATPesuna Y =
especie amonica, se piensa que la forma fi- =\ =z
sioldgica estd quelada con un catién diva- . I
lente como el magnesio. Aunqueen la figura
se indican los enlaces fosfato como (~), se-
flalando que son enlaces de alta energia en ¥ =
redidad la energia no esta acumulada en un /
s0lo enlace ya que la repulsion por cargas /
negativas existe en los tres fosfatos. La ener- {
gia libre de hidrdlisis del ATP depende de
como transcurre la hidrdlisis: o /|

1) ATP+H,0 ADP+Pi AF '° = -7.3
Kcal mol o ! !
2) ATP+H,0 AMP+PPi AF ° =- 82 Y 2
Kcal /mol

M=

La energia liberada por la hidrdlisis del &
penultimo fosfato (fosfato P) es ligeramente
menor:

ATP

3) ADP+H,0 AMP+Pi AF ' ° =-7.2 2w A~
Kcal/mol ’ _ ’—
/\\\ "-_' -
Finalmente, si la hidrdlisis tiene lugar en R < i
el fosfato restante (fosfato cc)la energia dis- o }:-_ A
minuye ostensi blemente. = { =

4)AMP+H,0 -# Adenosina+PiAF® = =

- 3.3 Kcal/mol Figura 5.16 Estructura del adenosintrifosfato
Por otro lado, la hidrdlisis del pirofosfato gﬁr)né adenosindifosfato (ADP). AF™ = - 7.3

(PP) resultante de lareaccién (2):



5) PPi+H,0 — 2PiAF°=-6.0Kcal/mol

En virtud de que existen dos posibilidades
de hidrdlisis, la energia de hidrdlisis del
ATP puede ser dosificada en la cantidad ne-
cesaria (reacciones 1 y 2). La activacion de
los &cidos grasos y de aminoacidos, son de
|os pocos casos en que se utiliza la reaccion
2, ya que aporta un poco mas de energia.

5.4.3.2. Utilizacion de ATP

Como consecuencia de la posicién inter-
media del ATP en la tabla de energia libre
estandar de hidrdlisis (Tabla5.2), éste puede
actuar como donador de fosfato a los com-
puestos que estan por debajo de él en la lista
y como aceptor de energia proveniente de los
gue estan por encima. Asi, uncicloATP/ADP
conecta estos procesos que generan energia
alasreacciones quelautilizan (Fig. 5.17).

5.4.4. Inhibidores y desacoplantes

Gran parte de los conocimientos que se
tienen sobre la cadena respiratoria han sido
obtenidos por el uso deinhibidores. Losinhi-
bidores son compuestos quimicos capaces
de inhibir especificamente el flujo electroni-
co en tres puntos diferentes de la cadena. El
primero de ellos es inhibido por barbitdricos
como el amital, el veneno retenonay el anti-
bidtico piericidina. El segundo sitio, entre el
citocromo b y €l ¢, es inhibido por el dimer-
captopropanol (dimercaprol o BAL) y €l an-
tibiético antimicina A. Los venenos clésicos,
cianuro (CN), mondxido de carbono (CO),
acido sulfidrico (H2S) y acido hidrazoico
(HN3) inhiben a la citocromo oxidasa (cit a,
ag) (Fig. 5.18).

Segun el teorema de Chance, en presencia
de un inhibidor, los intermediarios de la ca-
denasituados por encima (en electronegati-
vidad) del punto de inhibicién, estaran muy

reducidos, mientras que los situados debajo
del punto de bloqueo apareceran muy oxida-
dos; utilizando un simil hidraulico (Fig.
5.19) se puede observar en el esquema (A),
que el flujo de electrones queda asegurado
al estar disponible el oxigeno que los recibe.
En (B), un inhibidor especifico bloquea €l
flujo de electrones y los acarreadores ante-
riores al bloqueo permanecen reducidos,
mientras que los posteriores se encuentran
oxidados.

Otro grupo de compuestos Ilamados desa-
coplantes o desacopladores impiden la sin-
tesisde ATP pero permiten el flujo de electrones
por la cadena respiratoria. En efecto, existen
sustancias naturales, tales como el dicuma-
rol y las hormonas tiroideas, y algunos sin-
téticos como el dinitrofenol (DNP) capaces
de desaclopar ("desconectar") la respiracion
dela fosforilacion. La adicion de estas sus-
tancias a una suspension mitocondrial, pro-
voca un marcado aumento del consumo de
oxigeno, sin que existasintesisde ATP.

El efecto desacoplante de la tiroxina ha
permitido explicar por un lado, el efecto de
esta hormona sobre el metabolismo basal en
el hipertiroidismo, y por otro, su uso, a
igual que el dinitrofenol, en el tratamiento
de la obesidad.

El antibidtico oligomicina bloquea com-
pletamente la oxidacién y lafosforilacién en
mitocondrias intactas. Actda uniéndose al
tallodela ATPasa, lo que provocael cierredel
canal proténico y, por ende, el flujo de pro-
tonesy la sintesis de ATP. Sin embargo, en
presencia de dinitrofenol, la oxidacion pro-
cede sin fosforilacion, indicando que la oli-
gomicina no actla en la cadenarespiratoria,
sino a través de su unién con la proteina
OSCP (Fig. 5.19).

5.4.4.1. Intoxicacién por cianuro

La ingestion de cianuro de potasio (KCN)
produceunarapidainhibicion dela cadenares-
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Fig. 5.18. Sitios de inhibicién de lacadenarespiratoria.

piraona anivel de Ia citocromo oxidasa. EI  muerte rapida por hipoxiatisular, muy espe-
danuro sefijaal Fe** del hemo del cit a, 83 e cialmente en & sistema nervioso.

impide que €l oxigeno reaccione con éste. S € envenenamiento no hasidoletal, sede-
Cesn larespiracion mitocondrial y lagene-  be administrar ai individuo expuesto a cianu-
radon de energia (ATP) y se produce la ro, nitrito de amilo (inhalado) o 330 mg de



Cambio de energia = (calor absorbido)-
(trabgjo efectuado).

Eda ecuacion es la representacion mate-
médicadela la. Ley de la Termodinamica.

Cuando el proceso se efectla a presién
congtante se tendra:

AE = Qp-PAV

Qp es la cantidad de calor que se absorbe
o se libera en un proceso a presion constante
y se denomina entalpia (H). Los cambios de
entdpia se representan por AH, por laquela
la Ley de latermodinamica se puederepre-
senter asi:

AE = AH-PAV o AH AE + PAV

cepto, la entropia (S). La segunda ley de la
termodinamica establece que si un proceso
ocurre espontaneamente, la entropia total
del sistema debe aumentar. Dicho de otra
manera en un sistema cerrado las Unicas re-
acciones espontaneas son aquéllas que tien-
den a equilibrio y a un aumento de entropia
o de desorden. Esta segunda ley se basa en
observaciones experimentales como son: a)
el flujo de calor es unidireccional desde la
temperatura mas elevada a otra menor; su-
pongamos que se coloca un trozo de metal
friojunto auno caliente, en un sistema aisla-
do se observara que la temperatura del ca-
liente baja y la del frio sube. Este flujo de
energia es espontaneo y sOlo se detiene
cuandoTj =T2.

donde AH es el cambio de entalpia o canti-
ded de calor absorbido o liberado por €l sis-
tema, cuando a presion constante realiza un
trabgjo. En los sistemas biol6gicos, el cam-
bio de volumen (AV) es muy pequefio co-
rrespondiendo el cambio entalpico al
cambio de energia interna del sistema.

S, en estas condiciones, se libera calor al
medio, AH es negativo y si dice que la reac-
don es exotérmica. Si en la reaccion se ab-
sorbe calor del exterior AH es positivo y el
proceso es endotérmico.

La primera ley de la termodinamica no di-
ce nada acerca de la direccién de flujo de
energia en un proceso y es necesario esta-
blecer una segunda ley que utiliza otro con-

Cuando un sistema alcanza el equilibrio,
ya no se produce ninguiin cambio energético,
pero suponiendo que se efectuara el proceso
(V2) noviolaria la la. Ley dela Termodina-
mica, pero si la segunda que establece "to-
dos los procesos espontaneos siempre
tienden al equilibrio”.

Todos los fenédmenos que ocurren en la na-
turaleza en forma espontéanea, como son: la
caida de un cuerpo, la difusién de un soluto,
la cristalizacién de una solucién sobresatu-
rada, la expansion de un gas, varias reaccio-
nes quimicas, etc., son capaces de producir
trabajo en condiciones apropiadas hasta |le-
gar al equilibro. Légicamente para efectuar
cualquiera de estos fendmenos en sentido
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Fig. 5.19. Analogo hidraulico del estado de oxidorreduccién de los acarreadores en el estado aerébico (A) y
después de la inhibicién con antimicina A (B).

nitrito de sodio (NaNO,) por via endoveno-
sa seguida de la administracion de tiosulfato
de sodio (NayS,03) en solucién al 25% (50-
100 mi) por via endovenosa y oxigeno a tres
atmosferas (oxigeno hiperbarico). La admi-
nistracion de nitritos tiene por objeto formar
metahemoglobina (MHB) que tiene Fe™® y
que desplaza a ion cianuro (CN) de su unién
con el cit a; (Fe**) formandose cianometahe-
moglobina (CN-MHDb). Esta reaccién es ace-
lerada por el oxigeno hiperbarico (OHB):

cita;-CN MIHhb
(inactivo) t
-~ OHB
cit as \. CN-MHb
(activo)

fig.2

El tiosulfato de sodio convierte luego la
CN-MHb a MHb simultdéneamente a la
transformacion de tiosulfato en sulfocianuro
de sodio (NaSCN) el cual es posteriormente
eliminado por orina. Lareaccién es cataliza-
da por la enzima hepética (rodanasa).

CN-MIIB Najz S5, 04

|
fe— Rodanasa

k. Na SCN

Es de gran utilidad administrar también
en forma oportuna hidroxicobalamina (vita-
mina Bi,-) que se combina con el CN dela
CN-MHb y se transforma en cianocobala-

MHb
fig3



ming, la cual no es téxica y funciona tam-
bién como vitamina.

5442 Intoxicacion por monéxido de
carbono

El monoxido de carbono (CO) es un gas
incoloro e inodoro, con gran afinidad por la
hemoglobina (200-300 veces mas que el oxi-
geno) y por €l cit a¢. Los efectos toxicos se-
rios se presentan a dosis bajas de monoxido
(0.02-0.03%) cuando el 40% de la hemo-
globina se ha transformado en carboxihe-
moglobina (CO.Hb). Este gas se produce en
lacombustiénincompl eta de los hidrocarbu-
ros como en los gases del escape de un vehi-
culo de gasolina o un calentador de lefia o
carbon en espacios cerrados. Los sintomas
delaintoxicacién incluyen alteraciones vi-
suales, cefalea, taquicardia, taquipneay fi-
namente coma y muerte. La piel muestra
coloracion rojo cereza, sobre todo en los la-
bios, por CO-Hb.

El tratamiento consiste en administrar
OHB para que la CO-Hb sea convertida en
HbO2y el cita, a3-COencita, a3 -05.

55 CICLO DE KREBS

Tradicionalmente se ha estudiado el ciclo
deKrebs relacionado con el metabolismo de
carbohidratos; sin embargo, es también una
viafinal en el metabolismo de lipidosy ami-
noécidos, a través de diferentes entradas, la
principd de ellas, acetil CoA (Fig. 5.20).
Durante el curso de la oxidacion de la acetil
CoA en €l ciclo, se forman equivalentes re-
ducidos (NADH, FADH2) como resultado
de deshidrogenasas especificas. Estos equi-
valentes reducidos entran en la cadena respi-
ratoria donde se generan grandes cantidades
de ATP por fosforilacion oxidativa.

Este ciclo, descrito por Sir Hans Krebs en
1937, tiene como primer paso la combina-

cion de acetil-CoA con oxalacetato (OAA)
para formar &cido citrico, un acido tricarbo-
xilico de 6 carbonos. Por esta razon, al ciclo
de Krebs se le conoce también como €l ciclo
de los acidos tricarboxilicos o ciclo del &cido
citrico.

Ademas de ser un ciclo eminentemente
degradativo (catabolico), el ciclo de Krebs
participa en reacciones anabdlicas como la
gluconeogénesis, trasaminacion, desanima-
ciény lipogénesis, por lo que se le considera
mas bien un ciclo anfibolico. Estas reaccio-
nes se llevan a cabo en casi todos los tejidos,
pero es el tejido hepéatico el Unico donde
ocurren todas.

Ya desde 1935 el bioquimico americano
de origen hingaro Szent Gyorgy utilizando
preparaciones con mitocondrias intactas, de-
mostré que la respiracion celular era estimu-
lada por acidos dicarboxilicos (succinico,
fumérico, mélico y oxalacético). De hecho,
los nombres de la mayoria de los componentes
del ciclo de Krebs corresponden a los vege-
tales donde fueron inicialmente descubier-
tos: acido malico en la manzana (Malus),
&cido citrico en las frutas citricas, acido aco-
nitico en el acénito (Aconitum), acido fuma-
rico en la Fumaria, &cido succinico en el
ambar (Succinum, resina fosil de un pino ex-
tinguido). En esas fechas, los bioquimicos
alemanes Knoop y Martius establecieron la
siguiente secuencia de reacciones.

Acido citrico —* acido aconitico —*+ acido
isocitrico — &cido a-cetoglutarico — &cido
succinico.

Estos antecedentes y sus propios experi-
mentos condujeron al bioquimico inglés
Hans Krebs a conectar la oxidacion de los
acidos tricarboxilicos y dicarboxilicos con
la oxidacion delos alimentos en el organismo.
Cuando Lipmann demostré catorce afios
mas tarde la formacion de acetil-CoA a par-
tir de piruvato, se confirmé que el &cido ci-
trico se formaba por acoplamiento del acido
oxalacético con la acetil-CoA. Ahora se sabe
queel cicloesuniversal (plantasy animales).
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5.5.1 Reacciones del ciclo. Enzimasy
Coenzimas

Los componentes del ciclo se encuentran
en todos los tegjidos en las mitocondrias,
aunque algunas enzimas y metabolitos tam-
bién se encuentran en € citosol (extramito-
condrid). Dentro de las mitocondrias, las
enzimas selocalizan en lamembranainterna
y enlamatriz mitocondrial, y proximasalas
de la cadena respiratoria. Esta proximidad
facilita el adecuado acoplamiento de ambos
procesos.

Laconexion de la glucdlisis (Ultima etapa
deladegradacién de laglucosa) con € ciclo
de Krebs consiste en la descarboxilacién
oxidativa del piruvato a acetil-CoA. Esta
transformacidn es catalizada por un comple-
jo multienzimético Ilamado piruvato deshi-
drogenaba.

tabolismo de lipidos) y de algunos aminoa
cidos.

La siguiente reaccion, propiamente la ini-
cia dedl ciclo, eslacondensacion de laacetil -
CoA con oxaacetato (Ultimo producto del
ciclo) catalizada por la curato sintetasa
(también llamada enzima condensante de
Ochoa). Lareaccién suponelahidrdlisis del
enlace tioéster de la acetil-CoA, lo que im-
plica la liberacién de energia en forma de
calor, haciendo €l proceso précticamenteir-
reversible.

El citrato es convertido en isocitrato por
medio de la enzima aconitasa (aconitato hi-
dratasa). Lareaccion tiene lugar en dos pa-
sos. deshidratacion hasta cis-aconitato (el
cual permanece unido a la enzima) y rehi-
dratacién hasta isocitrato en e equilibrio
hay un 90% decitrato, 3% decis-aconitatoy
7% de isocitrato, por lo que se encuentra

NAD
COOH

NADH +HT

COwnSCoA

CH

Co A-SH

El complegjo piruvato deshidrogenasa tie-
neun PM superior a 7 millones y posee tres
actividades enzimaticas: piruvato desearbo-
xilasa (con pirofosfato de tiamina), dihidro-
lipoil transacetilasa (con é&cido lipoico y
coenzima A) y dihidrolipoil deshidrogenasa
(con FAD y NAD"). La reaccion global es
esencialmenteirreversible.

La acetil-CoA puede provenir también de
la P-oxidacion de los &cidos grasos (ver Me-

| \Piruvato /
C=0 -
[ ﬂeshldrogenasu \
CH3

3
Oy

AF' =8 Keal /mol

desplazado hacia la formacion de citrato.
Sin embargo, el consumo de isocitrato y la
produccion continua de citrato in vivo, por
ley de accion de masas, hace que lareaccion
esté desplazada hacia la isomerizacion citra-
to -* isocitrato. La aconitasa reacciona en
forma asimétrica, actuando sobre la parte
del citrato que deriva del oxalacetato. Esto
era desconcertante ya que e &cido citrico es
un compuesto simétrico. Se supone que esto



es debido a que el citrato se une al sitio acti-
vo de la aconitasa por tres puntos, de forma
gue la enzima puede diferenciar los dos gru-
pos -CH,-COOH del citrato (fig. 5.21).

El isocitrato es oxidado por deshidroge-
nacion, en una reaccion catalizada por la iso-
citrato deshidrogenaba. La enzima requiere
NAD® y Mg*". Lareaccion se lleva a cabo
en dos pasos. una deshidrogenacion en la
gue se forma oxal osuccinato, el cual perma-
nece unido a laenzima, y luego se descarbo-
xila a ct-cetoglutarato. En esta reaccion
irreversible se produce CO2 y el primer
NADH+H" del ciclo. El citosol posee tam-
bién isocitrato deshidrogenasa pero requiere
NADP" como coenzima, a diferencia de la
del ciclo, querequiere NAD™.

La conversion de a-cetoglutarato (o 2-
oxo-glutarato) en succinil-CoA es catalizada
por un complejo multienzimatico a-cetoglu-
tarato deshidrogenasa, cuya accion es andlo-
ga a la piruvato deshidrogenasa y utiliza los
mismos cofactores: pirofosfato de tiamina
(TPP) &cido lipoico, NAD", FAD y coenzi-

ma A. La reaccion es practicamente irre-
versible y en ella se forma el segundo CO2,
gue proviene de oxalacetato. Para que la
acetil-CoA conviertaen CO2 su radical ace-
tato, el ciclo ha dedar dos vueltas.

El ciclo continla, por accién de la succi-
naio tiocinasa (0 succinil-CoA sintetasa;
por la reaccion en sentido inverso) que con-
vierte la succinil CoA en succinato con la
transferencia del enlace de alta energiaala
fosforilacién de GDP que pasaa GTP (o de
IDP que pasa a ITP). Ambos nucleétidos
pueden ser utilizados para la formacién de
ATP por accién de un nucledsido difosfato
cinasa o fosfocinasa. Este es el Unico stio
del ciclo en que se genera ATP a nivel del
sustrato. Una reaccion alternativa en tgjidos
extrahepaticos es la conversion de succinil-
CoA en succinato catalizada por la succinil
CoA transferasa (o tioforasa) acomplada a
la conversién de acetoacetato en acetoacetil-
COA. Esta es una reaccion que permitelain
corporacién de cuerpos cetonicos a ciclo de
Krebs. En el propio higado hay también una

Figura 5.21 Especificidad del sitio activo.



deacilasa que hidroliza directamente la suc-
cinil-CoA en succinato mas coenzimaA.

Por accion de la succinato deshidrogenasa,
€l succinato es deshidrogenado a fumarato,
pero esta enzima utiliza FAD como coenzi-
ma, la cual en estado reducido (FADH2)
condtituye una fuente directa de electrones
parala cadena respiratoriaanivel delacoen-
Zma Q. Estaeslalnicaenzimadel ciclointe-
grada a la membrana mitocondrial interna,
directamente ligada a la cadena respiratoria.
Serelnen asi, anatémicay fisiolGgicamente,
el ciclo de Krebs el transporte de electrones
y lafosforilacién oxidativa.

El fumarato presenta luego una serie de
cambios para regenerar el oxalacetato que
comprende una hidratacién catalizada por la
fumarasa (fumarato hidratasa) para formar
L-maato, el cual luego se oxida o oxal aceta-
to por medio de la deshidrogenasa mélica y
el NAD" como coenzima.

EnlaFig. 5.22 se muestran las reacciones
completas del ciclo.

5.5.2 Papel anfibdlico dd ciclo de Krebs
Procesos anapleroticos

Una via metabdlica es anfibdlica cuando
puede funcionar tanto en sentido catabdlico
como en sentido anabdlico. Desde este punto
devistael ciclo de Krebs puede considerarse
como una verdadera "glorieta bioquimica', ya
gue material que llega de fuentes hidrocar-
bonadas puede abandonarlo para formar
grasa, mientras que los aminoécidos que |l e-
gan pueden abandonarlo para formar carbo-
hidratos. Solo una via parece cerrada; la que
conduce de grasas a carbohidratos. En lafig.
5.23 se muestran las interconversiones mas
comunes de los intermediarios del ciclo.

En la fig. 5.23 puede observarse como se
sintetizan &cidos grasos a partir de citrato
guesale de lamitocondria, asi como lasinte-
ds del grupo hemo proveniente de succinil-
CoA. El oxalacetato es el intermediario que

mayor demanda muestra para mantener el
ciclo. Aunque en realidad con solo una pe-
guefia cantidad de oxalacetato se forman
grandes cantidades de citrato para el ciclo,
por lo que se considera que desempefia un
papel catalitico, la verdad es que si se incre-
mentan las demandas de oxalacetato para
formar otros compuestos como el aminodci-
do aspartato, o bien fosfoenolpiruvato para
la gluconeogénesis, entonces se requeriran
vias metabdlicas que aseguren la disponibi-
lidad de oxalacetato para mantener el flujo
de metabolitos del ciclo. A esas reacciones
auxiliares se les denomina anaplerdéticas:
son las catalizadas por la piruvato carboxi-
lasa y por la enzima malica (Fig. 5.24).

La piruvato carboxilasa es una enzima de
la gluconeogénesis (Unidad V1) que cataliza
la carboxilacion de piruvato a oxal acetato:

COoo~ Piruvato COO

| carboxilasa |

C=0 »C=0

| F |

& 113 co, CH:

Piruvata |
COO~

Oxalacetato

La otra reaccion anaplerética es catalizada
por una malato deshidrogenasa dependiente
deNADP", Ilamada enzima mélica. Estaen-
zima produce la carboxilacion y reduccién
del piruvato, transformandolo en malato:

COO~ €O, CO0~
[C =0 {l&m?im malica lCH - OH
ICII3 NADPH 4+ H+ nNaDppt ICH2
PIRUVATO 1(300-
MALATO
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Figura 5.22. Ciclo de los dcidos tricarboxilicos,
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Fig. 5.24. Vias anapleroéticas y formacion de GABA en el ciclo de Krebs.

Posteriormente, €l malato se transforma ticas, la mas importante es la catalizada por la
en oxal acetato por la malato deshidrogenasa  piruvato carboxilasa, cuya actividad aumen-
del ciclo. De estas dos reacciones anapleré- ta en situaciones que causan agotamiento



dd oxalacetato como €l gjercicio, €l ayunoy
ladiabetes. La actividad de la enzima varia
enformainversa, disminuyendo en la diabe-
tesy aumentando por administracién de in-
alina

5521 Incorporacién de aminoacidos al
ciclo

Dentro de las funciones anfibdlicas del ci-
do de Krebs se encuentra la incorporaciéon
de aminoécidos con fines energéticos; o
bien con fines anabdlicos, la transformacion
demetabolitos del ciclo en aminoacidos pa-
rabiosintesisdeproteinas (Fig. 5.25).

55.2.1.1. Desaminacion oxidativay
formacion de GABA

En condiciones normales, existe en las
neuronas inhibidoras del cerebro una via co-
laterd del ciclo de Krebs en la que se forma
un neurotransmisor inhibidor derivado de
unintermediario del ciclo; setrata del acido
gama-aminobutirico (GABA) formado por
descarboxilacion del acido glutamico, pro-
veniente por transaminacién del ct-cetoglu-
tarato (Fig. 5.24).

Al faltar o estar disminuida la actividad de
lapiruvato deshidrogenasa, que alimenta al
cido de Krebs con acetil-CoA, o la piruvato
carboxilasa, que cataliza la principal reac-
cén anaplerdtica, se presenta la acidosis pi-
rlvica congénita. Este padecimiento se
acompafia de convulsiones al faltar el GA-
BA inhibidor con predominio del neuro-
transmisor excitador: acido glutamico.

Caso clinico: Paciente femenina de 4 afios
de edad con retraso somatico y psicomotor
profundo con problemas de deglucion, tetra-
paresia espastica, convulsiones tonicas con
frecuencia de varias crisis a dia y atrofia
cortica y subcortical (microcefalia). Hay
antecedentes de hipoxia neonatal prolonga-

da con cianosis. Los niveles de biotina en
plasma se encontraron en el limite inferior de
lo normal (261.5 pg/ml; normal 500 + 200).
Nunca ha tenido manifestaciones clinicas ni
guimicas de acidosis metabdlica ni cetosis.
Estudios metabdlicos demostraron eleva-
cion anormal, en plasmay orina, de alanina
y &cidos piravico y lactico. Las anormalida-
des bioquimicas se corrigieron con dosis al-
tas de biotina, pero no detiamina.

Cuestionario:

1.- ¢De qué deficiencia enzimética se trata?

2.- ¢Como explicaria las convulsiones ob-
servadas en este caso?

3.- ¢A quéatribuiria el dafio neurol6gico?

Comentarios:

Inicialmente se pensd en una deficiencia
de piruvato deshidrogenasa (PDH), por lo
gue se prescribid una dieta cetogénica (60%
de las calorias provistas por grasas) y dosis
altas de tiamina (300-mg/dia). Falk y cois,
han observado que una dieta cetogénica se
asocia a mejoria clinicay bioquimica en pa-
cientes con deficiencia de PDH, al proveer
de acetil-CoA a través de una via (beta-oxi-
dacion) que no esta bloqueada. No se obser-
vO mejoria bioguimica o clinica por lo que
se decidié administrar dosis altas de biotina
(10 mg al dia) cofactor de la piruvato carbo-
xilasa (PC) y un suplemento de &cidos as-
partico y glutamico con objeto de proveer
sustratos adicionales al ciclo deKrebs*.

5.2.2.2. Participacion delipidosen €l ciclo

Existen dos vias de entrada de material li-
pidico al ciclo de Krebs con fines degradati-
vos: através del glicerol o a través de acidos
grasos, provenientes ambos de triglicéridos

* Caso clinico tomado de: Velazquez, A y cois. Pi-
ruvato carboxilasa deficiente que responde a biotina.
LI Reunion reglamentaria de la Asociacion de Inves-
tigacion Pediétrica, A. C. Pg. 248-265, 1990, con la
gentil autorizacion del Primer Autor.



contrario se requiere energia. En base a esto
la2a. Ley delatermodinamicatambién pue-
de expresarse asi: "todos los procesos en
equilibrio solo pueden salir de é a expensas
de otro sistema que tienda al equilibrio”.

A diferencia de la entalpia, la entropia es
una funcién mateméatica que no tiene anél o-
go fisico sencillo y su significado es mas
bien abstracto. La termodinamica establece
que la entropia es una medida de la distribu-
cion al azar de la enegia o una "medida del
desorden". Cuanto mas cadtico o desordena-
do es un sistema, mas grande es su entropia;
cuando mas ordenado y estructurado es un
sistema, mas pequefia sera su entropia.

La 3a. Ley de la termodinamica establece
que "un cristal perfecto en el cero absolu-
to tiene cero entropia”.

L a ecuacién que combina las dos leyes de
latermodinamica es:

AF AH TAS

donde AF es el cambio de energia libre, A H
es el cambio de entalpia; AS es cambio de
entropiay T es latemperatura absol uta.

Como vemos, la entropia se encuentra li-
gada a la temperatura y la ecuacion que la
define matemati camente es:

g - <L
T

obienST=Q

5.1.2. Ciclo de la energia en los seres vivos.

5.1.2.1. Organismos autétrof osy
heter 6trofos

La realizacion de todas y cada una de les
funciones celularesrequiere energia. Losor-
ganismos autétrofos, utilizan la energia de
laluz solar, y a partir de CO, y H,0 sinteti-
zan moléculas del tipo de los carbohidratos
y producen oxigeno. El proceso por el cud
se transforma la energia radiante del sol y se
captura en forma de energia quimica en la
glucosa, se denominafotosintesis. Otro tipo
de organismos, los heterotréficos, mediante
larespiracion, querequiere oxigeno, utilizan
la energia quimica acumulada en los dimen-
tos durante el proceso de la nutricién y libe-
ran CO2 y H20 al medio ambiente con los
cuales los autétrofos vuelven a generar di-
mento quimicoy repetir el ciclo (fig. 5.1.).

CeH,0 Energfa
= - solar
/ 60, e
/
RESPIRACION FOTO?!NTES!S
{ heterdtrofos) { autdtrofos)
- o 6C0
e
. 2

B HZ 0

Fig. 5.1. Ciclo energét

ico de Jos seres vivos.
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(ver Unidad VI1). Por otro lado, del ciclo sa-
lenintermediarios al citosol que permiten la
sintesis de &cidos grasos, la cual es extrami-
tocondrial. En virtud de que la sintesis de
grasas es extramitocondrial, necesitan trans-
portarse al citosol indirectamente los precur-
sores (acetil) (CoA), ya que la membrana
mitocondrial esimpermeable a derivados de
CoA. El citrato formado intramitocondrial-
mente sale al citosol donde es transformado
en oxalacetato y acetil-CoA por accién de la
ATP-citrato liosa, extramitocondrial:

CoA-SH
CITRATO

Acetil-S-CoA
OXALACETATO

ADP+P

Laacetil-CoA es el precursor de la biosin-
tess extramitocondrial de &cidos grasos
(Fig.5.26).

55.2.2.1 Incorporacion de glicerol via
gliceraldehido

El glicerol proveniente de triglicéridos
puede entrar al ciclo de Krebs transforman-
dose en gliceraldehido por medio de la accion
concertada de 3 enzimas: glicerocinasa, gli-
cerol-3-fosfato deshidrogenasa y fosfotrio-
sa isomerasa:

CHE'—OH CH? OH

| Glicerocinasa | * Dashidrogencsa
CH— 0OH CH—COH ~N
1 ATP AD 1 NADH
CHz= OH CH,~0 @)

GLicerol 3- Glicerolfosfate

El 3-gliceraldehido-P continda su ruta degra-
dativa hasta piruvato, y de ahi a acetil-CoA.

5.5.2.2.2 Incorporacion de é&cidos grasos
Incorporacion de acidos grasos via acetil-
CoA. Los acidos grasos provenientes de tri-
glicéridos son degradados intramitocondria-
Imente hasta acetil-CoA en un proceso cono-
cido como beta-oxidacion (ver Unidad VI1).

553 Regulacion del ciclo del acido
citrico

La proximidad intracelular fisica y fun-
cional del ciclo del &cido citrico y la cadena
respiratoria, determina que la actividad de
uno dependa de la otra y viceversa. A su
vez, ambas vias metabdlicas estan reguladas
por las concentraciones relativas de
ATP/ADPy NADH/NAD".

El rendimiento del ciclo corresponde al
namero de equivalentes reducidosy al ATP
formado:

3 NADH.x 3ATP (fosforilacion

oxidativa) =9 ATP
1 FADH; x 2ATP (fosforilacién
oxidativa) =2 ATP
1GTPx 1 ATP (nivel del
sustrato) /[« 1 ATP
total =12 ATP
CH_-OH CH= 0
| © Tsomerasa I
? =0 —= CH—OH
A i
CHy- 0 .(_-_j CH—0 +E)
Dihidroxi Gliceraldehido
acetonafosfato —3- fosfato




A esta cantidad habria que agregar 3 ATP
mas en caso de considerar la formacion de
acetil-CoA a partir de piruvato donde se for-
ma 1 NADH intramitocondrial. Es evidente
gue la acumulacién excesiva de compuestos
de ata energia (ATP y NADH) inhiban
ciertas reacciones del ciclo, y la acumula-
cion de ADPy NAD™ determinan la estimu-
lacion de ciertas enzimas. De modo general,
el ciclo no puede funcionar mas rapidamen-
te que lo que le permite la utilizacion del
ATP generado. En caso extremo, si el flujo
electrénico y la sintesis de ATP acoplada
funcionara a toda su capacidad, todo el ADP
de la célula se convertiriaen ATP y todo €l
NAD" para aceptar hidrégenos. Por tanto,
cesaria el funcionamiento del ciclo.

5.5.3.1 Efectodelaconcentracion de
ATP/ADP

La regulacion del ciclo ocurre a nivel de
algunas enzimas. Por ejemplo, la isocitrato

deshidrogenasa es activada por ADP e inhi-
bida por ATP, y laKm delacitrato sintetasa
para la acetil-CoA es aumentada por el
ATP. Por otro lado, un incremento de ATP
impide la regeneracion de GDP para la suc-
cinato tiocinasa produciéndose acumulo de
succinil-CoA, el cual esinhibidor delacitra-
to sintetasa y consecuentemente, del inicio dd
ciclo. Ademas, el ATPy lasacil-CoA deca
dena larga son inhibidores alostéricos de la
citrato sintetasa.

En resumen un aumento de la relacion
ATP/ADP inhibe la actividad del ciclo de
Krebs. En la cadena respiratoria, la fosfori-
lacion del ADP es también dependiente de
esa relacion.

5.5.3.2 Control a nivel delarelacion
NAD*/NADH

Una disminucion de la cadena respiratoria
disminuye la regeneracion de NAD™ lo que
inhibe las reacciones de la isocitrato deshi-
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5.26. Participacion del ciclo del acido citrico en la sintesis de dcidos grasos a partir de la glucosa.




drogenasa, a-cetoglutarato deshidrogenasa,
al acumularse a coenzima NADH reducida
comln a estas deshidrogenasa mitocondrial
por el ADP en contrarrestada por el NADH
y el ATP. La succinato deshidrogenasa es
inhibida por el oxalacetato, y la disponibili-
ded de oxalacetato es controlada por la ma-
lato deshidrogenasa y, en Ultima instancia
dd cociente NAD*/NADH.

5533 Control anivel dela piruvato
deshidrogenasa

El piruvato ocupa una posicién clave en €l
metabolismo, ya que puede ser reconvertido
englucosa, reducido a lactato, transaminado
paa formar alanina, o finalmente ser des-
carboxilado oxidativamente hasta acetil-
CoA. Es por lo tanto, importante el control
desu metabolismo a nivel de esta enzima, la
piruvato deshidrogenasa, que determina su
entradaa ciclo.

La mayor parte del piruvato se oxida a
acetil-CoA, pero una cierta cantidad se con-
vierte en oxal acetato (proceso anaplerotico),
permitiendo que la acetil-CoA se combine
oon este Ultimo para que €l ciclo de Krebs
funcione adecuadamente. Asi, la acetil-CoA
proveniente de los acidos grasos o de ciertos
aminoécidos (cetogénicos), no puede entrar
al ciclo amenos que esté ya presente €l oxa-
lacetato proveniente de la carboxilacion del
piruvato.

Se han encontrado dos tipos de regulacién
dd complejo de la piruvato deshidrogenasa,
el primero serealiza por inhibici6n competi-
tivapor parte de acetil-CoA y NADH; de es-
tamanera, cuando el aporte de acetil-CoA es
suficiente a expensas de |os &cidos grasos, la
enzima es inhibida, evitando asi el desperdi-
do innecesario de piruvato derivado de la
glucosa. El segundo tipo de regulacion se
lleva a cabo por la existencia de dos formas
interconvertibles de la piruvato deshidroge-
n

asa: una, fosforilada, o forma inactiva, la
otra desfosforilada, es la forma activa. La
existencia de una u otra es catalizada por dos
enzimas: la piruvato deshidrogenasa cina-
sa, que requiere ATP, y la piruvato deshi-
drogenasa fosfatasa. De hecho, ambas
enzimasforman parte del complgo, asocia-
das a la dihidrolipoil transacetilasa.

La principal funcion reguladora es ejerci-
da por la cinasa que al fosforilar la piruvato
deshidrogenasa con hidrélisis de ATP la
convierte en su forma inactiva; esto ocurre
cuando hay exceso de ATPen la célula. Ca-
be destacar el papel estimulador que gjercen
sobre la cinasa la acetil-CoA y el NADH, y
el papel inhibidor del piruvatoy el ADP.

Por el contrario, si bajael ATP celular, la
fosfatasa le quita un fosfato a la piruvato
deshidrogenasa y la reactiva. La fosfatasa es
inhibida por exceso de NADH; esta inhibi-
cion es revertida por NAD™.

La actividad del complejo piruvato deshi-
drogenasa también es regulada por algunas
hormonas. De entre ellas cabe destacar la
insulina que incrementa la forma activa
(desfosforilada) en tejido adiposo; las cate-
colaminas como la adrenalina pueden activar
la piruvato deshidrogenasa en el tejido car-
diaco. Estos efectos hormonales no estan
mediados por cambios en los niveles de
AMPc tisulares ya que lacinasay la fosfata-
sa son insensibles a éste.

Se ha detectado en nifios deficiencia de al-
gunas de las subunidades reguladoras del
complejo piruvato deshidrogenasa. Estos ni-
flos muestran habitualmente niveles séricos
elevados de lactato, piruvato y alanina que
producen una acidosis lactica créonica. Tales
pacientes muestran graves defectos neurol 6-
gicosy en la mayoria el defecto enzimatico
conduce a la muerte. En ciertos casos, los
pacientes responden a un tratamiento dieté-
tico reduciendo el minimo los carbohidratos
y administrando una dieta cetogénica.



5122 Reacciones endergonicas y
exergonicas

Algunos procesos vitales como: lasintesis
de macromoléculas, la conduccién de im-
pulsos nerviosos, la contraccion muscular y
el transporte activo, requieren energia para
llevarse a cabo. Las reacciones metabdlicas
involucradas en los procesos de sintesis se
denomina rutas o vias anabdlicas o anabo-
lismo; son reacciones que requieren energia
y se denominan endergénicas. Desde el
punto de vista termodinamico proceden con
cambio de energia libre (AF+) de signo posi-
tivo. Para que estas reacciones ocurran, se
Oeben acoplar a otro tipo de reacciones que
liberan energia (exergonicas).

Las reacciones metabdlicas que producen
enagia se denominan catabdlicas. En estas
reacciones se convierten las moléculas com-
plgas, como: carbohidratos o grasas, en mo-
léculas més pequefias (CO2 y H20 en ultimo
término). Al ocurrir este tipo de reacciones
se libera la energia almacenada y se consume
oxigeno. Estas reacciones transcurren con
cambio de energia libre negativo. (AF-), son
espontaneas e irreversibles, y por tanto,
exergonicas.

En la préctica, un proceso endergonico no
puede ocurrir en forma independiente, debe
formar parte de un sistema acoplado exergo-
nico-endergénico cuyo cambio global debe
s exergonico. El conjunto de procesos
exergonicos (catabdlicos) y endergdnicos
(anabdlicos) constituye lo que se conoce co-
mo metabolismo.

Un ejemplo clasico de acoplamiento ener-
gético es la fosforilacion de la glucosa:

Guosa+ H3; PO, —  Glucosa -6-fosfato + H,0

AF=+3.2Kca/mol

lareaccion no es viable termodinamicamen-
te en la direccién propuesta. Sin embargo,
acopladaalahidrolisisde ATP:

ATP+H, O - ADP+Pi

AF°=-7.3Kca/mol

La hidrdlisis del ATP confiere a la reac-
cién global un cambio exergénico que le per-
mite transcurrir en la direccién propuesta:

Glucosa+H3P0, -* Glucosa-6-P +H, O

AF°=+3.2Kcal/mol
ATP+H,0 -+ ADP+H;P0,
AF°=-7.3Kca/mol

Glucosa-6-P+ADP
AF°=-4.1 Kcal/mol

Sumando: Glucosa +ATP  -»

En los sistemas bioldgicos, muchas reac-
ciones exergonicas-endergonicas estan aco-
pladas de esta manera, es decir con un
intermediario comun obligado. El principal
compuesto intermediario o portador de alta
energia en la célula viva es el adenosintri-
fosfato (ATP).

A continuacion describiremos las reaccio-
nes que dan lugar a la formacion de este im-
portante intermediario.

5.2 REACCIONES DE
OXIDORREDUCCION

Tradicionalmente, el estudio de los temas
de oxidaciones biolégicas y susrelaciones con
la bioenergética se ha considerado como
uno de los mas dificiles para el estudiante.
Trataremos en este capitulo de presentar los
aspectos quimicos de la manera mas com-
prensible.

5.2.1. Conceptos de oxidacion y reduccion
En la vida diaria se encuentran varios
€jemplos de oxidacién, como la combustién
del gas usado en las estufas, la lefia que se
guema en las chimeneas o la oxidacion del
hierro dejado a la intemperie. En los prime-



ros casos, el carbono y el hidrogeno de los
combustibles se combinaran con el oxigeno
del aire paraformar CO2 y H20 y desprender
energia caldrica. En el ultimo ejemplo, €l hie-
rro a combinarse con el oxigeno formara éxido
de hierro. El factor comUn a estos dos procesos
oxidativos es la participacion de oxigeno.

En la célula, la oxidacion de la glucosa
hasta CO2 y H,0 con liberacion de energia
se realiza en varias etapas, algunas de las
cuales transcurren sin la participacion de
oxigeno. Por ejemplo la transformacién de
lactato en piruvato:

COO COO

, Deshidrogenasa |

CH-OH Lé&ctica C=0+2H

I + |

CH3 CH3
LACTATO PIRUVATO

En esta reaccion de oxidacién se pierden
hidrogenos. Muchas reacciones de oxidacion
gue ocurren en el metabolismo se realizan por
pérdidas de hidrégenos o deshidrogenacion.

Ya sea que el mecanismo de oxidacién
ocurra con ganancia de oxigeno o con pérdi-
da de hidrégeno, en ambos procesos se im-
plica la pérdida de €electrones. Asi, una
reaccion de oxidacién puede ocurrir por
cualquiera de estos tres mecani smos:

a) Ganancia de Oxigeno:
4Fe + 30, = 2Fe,03;
CsHg + 50, A3 COx+ 4H, O
b) Pérdida de Hidrégeno:
Lactato -* Piruvato+2H
NADH +H* -> NAD" +2H
c) Pérdida de Electrones:

+++

Fe' (Ferroso) -> Fe
Fe° (Metédlico) -»

(Férrico) + 2e~
Fe™" (Ferroso) + 2¢"

El fenébmeno contrario se denomina re-
duccion. Este puede ocurrir por pérdida de
oxigeno, ganancia de hidrégeno o ganancia
de electrones. En toda reaccién quimica, los
hidrogenos o electrones que una molécula
pierde, otramolécula los debe ganar. Es decir,
una se oxida y la otra se reduce; a la reec-
cién global se llama reaccién de oxidorre-
duccioén.

5.2.1.1. NUumero de oxidacién

En las reacciones de oxidorreduccién se
maneja a menudo el concepto de nimero de
oxidacion que se define como el nimero de
electrones que se transfieren en una reaccién
de oxidorreduccion.

a) Los elementos en su estado natural (por
gjemplo, un metal) poseen todos sus eectro-
nesy por lo tanto su nimero de oxidaciones
de cero.

b) Cuando el oxigeno se combina con atro
elemento generalmente capta dos electrones
para completar su orbital con ocho eectrones
y su ndmero de oxidacion es menos dos (-2).

¢) Cuando el hidrégeno se combina, gene-
ralmente cede un electron y su nimero de
oxidacion es méas uno (+1) por el protén que
gueda sin contraparte.

d) En una molécula neutra, la suma de los
nameros de oxidacion de sus atomos es de
cero.

Cuando un elemento pierde o gana eec-
trones cambia su niimero de oxidacion. Si el
elemento se oxida, su nimero de oxidacién
aumenta y si se reduce, su nimero de oxida
cion disminuye, por ejemplo:

Zl+H,S0, - Zr+SO4" H9

El Zn se oxidd al pasar su nimero de oxi-
dacion de cero a +2. El H se redujo pues pa
s6 de nimero de oxidacion +1 a cero.

Es pertinente notar que en esta reaccion
los componentes del ion sulfato (SO4"%) no



cambian su namero de oxidacién, mientras
el Zny el H si lo cambian. Con estos Ultimos
se pueden armar dos medias celdas o hemi-
pilas ladel que se oxiday la del que sere-
duce Si el Zn se oxida, quiere decir que
pierde electrones y si el H se reduce es por-
Oe gana electrones. Las dos medias celdas
pueden quedar de la siguiente manera:

1) Zn®

oxidacion)

—_—

Zn*? + 2e (media celda de

+2e
2)2H" -* H~ (mediaceldadereduccion)

Si las hemipilas se unen entre si por un
puente salino (KC1), los electrones pueden
pasr deunaalaotray € flujo deelectrones
genegra una corriente eléctrica que se puede
medir con un voltimetro. Como el Zn tiene
més tendencia a ceder electrones que €l hi-
drégeno, los electrones pasaran de la hemi-
pladel Znaladel hidrogeno (fig. 5.2).

5.2.1.2. Potencial de oxidorreduccién

El esquema de la fig. 5.2 ilustra el funda-
mento de una pila eléctrica en la cual la
energia quimica se transforma en energia
eléctrica. Al voltaje observado cuando los
electrones fluyen de una semicélula a la otra
se le llama potencial de oxidorreduccién o
fuerza electromotriz.

La facilidad con la que un donador de
electrones (agente reductor) cede sus elec-
trones a un aceptor electrénico (agente oxi-
dante) se expresa como potencial de
oxidorreduccion (potencial redox) del siste-
ma. El potencial redox de un par de oxido-
rreduccion se determina (en voltios)
comparandolo con una hemipila patréon de
referencia (habitualmente la del electrodo de
hidrégeno de la figura 5.2). El potencial del
electrodo de referencia se sitla por conven-
cién en OOV a pHO.O; a concentracién IM y
25°C; sin embargo, cuando se corrige este
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Fig. 5.2. Pila voltaica o galvéanica formada por dos medias celdas (semicélulas). V = Voltimetro; Pt
electrodo de platino, Zn = electrodo de cinc.



potencial par pH 7.0 el potencial de refer-
encia es -0.42V. Este potencial se conoce
como potencial redox estandar (E¢).

5.2.1.3. Nivel deenergiadelas
reacciones de oxidorreduccion

En la pila voltaica descrita antes, el traba-
jo eléctrico producido sera el resultado de la
diferencia de potencial (E) por el nimero de
electrones (N) transportados. Si el namero
de electrones se expresa en numero de mo-
les (n) y la carga deun mol de electrones en
faradios (9), el trabajo eléctrico atil sera
igual al cambio deenergia, y por lo tanto:

AF = -n*ifAE

AF = cambio deenergialibre
« = equivalente del Faraday (26,062
KcalV-imoH)

El signo negativo de la ecuacién se debe a
que cuando AF resulta positivo la reaccién
es ex¢rgonica. En condiciones estandar vy fi-
sioldgicas.

AF° = -n W E0O

E'o La diferencia de potencial esta gusta-
daal pH 7.0, que escercano al pH fisiol 6gi-
co, €l potencial de reduccién para el par
H*/1/2 H°2 no es cero, sino -0.42 V (la con
centracion deH* no es 1M, sino 10"'M.

Enla tabla 5.1 se indican Jos potenciales
redox extandar de interés especial en bioqui-

Tabla5.1.

Potenciales redox estandar de diversas reacciones quimicas
SISTEMA Eovoltios
12 0,+2H7H,0O 2 +0.82
Citocromo aFe*®/Fe*? 1 +0.29
CitocromoCFe*3/Fe*? il +0.25
Citocromo Cj Fe**/Fe*? 1 +0.22
CoenzimaQ + 2H*/COQH, 2 +010
CitocromobFe*3/Fe*? il +0.08
Mitocondrial
Fumarato +2H"*/Succinato 2 +0.03
Citocromo bFe*3/Fe*? 1 +0.02
Microsomal
Oxalacetato +2H*/malato 2 -0.166
Piruvato +2H"/lactato 2 -0.185
Acetaldehido +2H"/etanol 2 -0.197
FAD+2H*FADH, 2 -0.219
NAD"* +2H* /NADH+H* 2 -0.320
NADP* +2H"/NADPH+H* 2 -0.320
2H*/H, 2 -0.421
FerrodoxinaFe"3/Fe"? 1 -0.430
Acetato +2*/Acetildehido 2 -0.60
Cetoglutarato +2H*/Succinato+CO0, 2 -0.70
Piruvato +2H*/Acetato+C0, 2 -0.70



mica. Estalistapermite predecir ladireccion
dd flujo de electrones de un par redox a
otro. Los electrones fluirdn de la reaccién
E'o fuertemente negativa a la reaccién con
E'omaspositivo.

En la ecuacion de Nernst se correlaciona
ladiferencia de potencial estandar de las re-
acciones bioquimicas con la constante de
equilibrio, en virtud de que ambas tienen co-
mo factor comun el cambio de energia libre
estandar (revisar subcapitulo 4.5.1.).

Por lo tanto
RT
Mor = _nF hiK eq

En esta ecuacion R es la constante de los
gases (1.987Kcal ™. mol )y T es latempera-
tura en grados absolutos a 25°C (298°K),
sustituyendo los val ores tenemos:

e (1.987) (298)

07 T p(23062)

T3 iog Rey = iog Ao

Esta ecuacion permite calcular la contante
de equilibrio de una reaccion redox directa-
mente de los valores de Eo' de las semi-
rreacciones de redox y viceversa.

Conlaecuacion: A F°'=-n*$ A E ¢ se pue-
de calcular el cambio de energia libre de un
par de redox si se conoce la diferencia de
potencia de cada reaccion. Tomamos como
gemplo la oxidacién de malato a oxal aceta-
to.

MALATO? + NAD* -* OXALACETATO"? + NADH +H*

Se buscan en la tabla los potenciales es-
téndar de cada una de las semirreacciones de
redox.

OXALACETATO™ + 2H"+ 2¢" -» MALATO"?
AE'0- -0.166V

NAD'+2H" +2e -* NADH + H* AE'0- -0.320V

En una pila electroquimica los electrones
fluyen dela semirreacién con el E'o més ne-
gativo hacia el méas positivo. Por |o tanto, el
NADH perdera electrones y el oxalacetato
los aceptara.

La ecuacion queda:

MALATO">+NAD*
AEQ-+0.154V

OXALACETATOMMNADH+H*  -»

Aplicando la ecuacion:
AF'° = -n3AE,
Sustituyendo los valores setiene:

AF'°= -(2moles) (23,062 Kcal.moH.V-l)
(0.154V)

AF'A-T.IKcalmol-t?

Utilizando esta misma ecuacion se puede
calcular el cambio de energia libre que se
produce en la reaccion redox neta de la res-
piracion, es decir, la transferencia de electro-
nes desde el NADH al oxigeno molecular.
Las semirreaciones redox serian:

V042H +2¢" -* H,0 AEQ= 082V
NAD'+2H'+2¢" -» NADH+H* AEq=-0.32V

El flujo de electrones ira del mas negativo
al mas positivo, el NADH se oxidara y el
oxigeno sereducira. Lareaccion total sera:

NaOH+H" V.0, -* NAD'+1,0

AE0 = 114V
Aplicando la ecuacion;
AF'°+ = -n"AEO

AF "= -(2) (23062)(1.14)= -52.6 Kcal/mol.



