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SUMARIO

La publicacion periddica Serie Didactica ha sido creada en el ambito de la Facultad
de Quimica, Bioquimica y Farmacia de la Universidad Nacional de San Luis (Ordenanza N°
008/07-CD) con el fin de proporcionar material de estudio a los estudiantes de las Carreras

de grado impartidas en la Facultad.

Actualmente, la SERIE DIDACTICA: MATERIAL DIDACTICO PARA ESTUDIANTES
(Resolucion N°269/16) ofrece guias de Trabajos Practicos de Laboratorio y de campo, guias
de resolucion de problemas, material teérico, propuestas de estudio dirigidos y compresién
de textos, entre otros materiales, elaborados por el cuerpo docente de las diferentes Areas
de Integracion Curricular de la Facultad. Estas producciones didacticas significan un aporte
para cubrir necesidades académicas acordes al enfoque de cada asignatura o que no se
encuentran habitualmente en bibliografia especifica. Las mismas estan disponibles en la

pagina de la UNSL (http://www.fgbf.unsl.edu.ar/mde.html) lo que facilita la accesibilidad por

parte de los estudiantes, docentes y comunidad educativa en general, garantizando la
calidad de la visualizacién y la amplia difusién del material publicado en este sitio. De igual
modo, la Serie Didactica realiza una extensioén invitando a docentes y alumnos de diferentes
niveles educativos a participar, crear, producir y utilizar este espacio fomentando asi el
vinculo entre esta Institucién y la comunidad.

En nuestra opinién, es de vital importancia producir y compartir el conocimiento con
los estudiantes y la sociedad. De este modo, se tiende a facilitar los procesos de ensefianza
y de aprendizaje y la transmision de una idea directriz de conducta humana y cientifica,

fortaleciendo los vinculos entre docentes-alumnos-conocimientos y sociedad.

Dado que la presente SERIE DIDACTICA resulta de la participacion de numerosos
actores, ante los posibles errores humanos y cambios en la ciencia, ni los editores ni
cualquier otra persona que haya participado en la preparacion del material didactico

garantizan integramente que la informacion sea precisa o completa.
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El curso de Quimica Bioldgica se desarrolla para los y las estudiantes de tercer afio de
la carrera de Lic. En Biologia Molecular. El objeto de estudio de la Quimica Bioldgica es el
metabolismo y para su abordaje se requiere de los conocimientos de las estructuras quimicas
y celulares construidos en las asignaturas Quimica Organica, Quimica de Biomoléculas y
Biologia Celular. Durante este afio académico, la ensefianza de los conocimientos del curso
de Quimica Biologica se abordara a través de clases tedricas explicativas-interactivas (donde
trabajamos con distintas rutinas de pensamiento, entre ellas “Pensar, Inquietar, Explorar” para
una primera interaccion de los y las estudiantes con los conceptos propios del curso), que
preceden el desarrollo y la realizacion de trabajos practicos (TPs) de laboratorio y aula (donde
se ponen en juego los desempefios y la aplicacién del conocimiento). Asi, en los TPs de
laboratorio los estudiantes comprueban experimentalmente algunos conceptos claves
discutidos en las clases tedricas, aprenden el uso de materiales biolégicos necesarios para
demostrar los distintos procesos metabdlicos y adquieren destreza en el manejo de técnicas
e instrumental de laboratorio. Durante los TPs de aula se propone la resolucién de problemas
y ejercicios para permitir a los y las estudiantes aclarar y aplicar conceptos teoricos para la
construccién de un aprendizaje significativo.

La presente Guia de Trabajos Practicos incluye el material utilizado para el desarrollo

de los TPs de aula y de laboratorio.
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REGLAMENTO DE TRABAJOS PRACTICOS - APROBACION DE PARCIALES

ESTUDIANTES REGULARES

1. De acuerdo al Plan de carrera 15/14, para el cursado de la asignatura en condicion regular,
el/la estudiante deberd contar con los cursos del primer afio de la carrera aprobados, y
encontrase en condicion regular en los siguientes cursos: Quimica de Biomoléculas, Biologia
Celular y Anatomofisiologia Humana.

2. Al comenzar el cuatrimestre, los y las estudiantes conoceran las fechas y los temas de los
trabajos practicos de aula y de laboratorio, como asi también las fechas de las evaluaciones
parciales. Todo lo mencionado serd informado mediante un cronograma enviado a las
direcciones de correo electrénico proporcionadas en el formulario de inscripciébn de la
asignatura.

3. La fundamentacion tedrica de los trabajos practicos se encontrara desarrollada en las
clases tedricas y en la guia de trabajos practicos.

4. La bibliografia de cada uno de los temas a desarrollar, estara a disposicion de los y las
estudiantes en el Area de Quimica Bioldgica y se les dara a conocer la que se encuentra para
consulta en Biblioteca.

5. Los TPA consistiran en jornadas en las que se resolveran los ejercicios de aplicacion que
abarcan los diferentes temas a ensefiar durante la cursada, y se realizar4 una puesta en
comun de las resoluciones de los mismos.

6. Para el caso de la evaluacién de los TPL, se utilizara una lista de control para registrar la
expresion o adquisicion practica, asi como también, la presentaciéon de un informe final de
laboratorio.

7. Para acceder a la instancia de evaluacién parcial, los y las estudiantes deberan tener
aprobado el ciento por ciento (100%) de los trabajos practicos cuyo contenido se evalla en la
misma.

8. Considerando la Ord. N° 32/14, para regularizar la asignatura se debera aprobar el 100%
de las Evaluaciones Parciales. Cada Parcial tendra dos (2) recuperaciones. En la primera
instancia de evaluacion, los y las estudiantes aprobardn con el 65 % del puntaje total. La
primera recuperacion se llevara a cabo en no menos de 48 horas de publicado el resultado
del Parcial. La segunda recuperacion se realizara a lo largo del cuatrimestre. Ambas instancias

de recuperacion se aprobaran con el 75 % del puntaje total.
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ESTUDIANTES CON PROMOCION SIN EXAMEN FINAL

El Curso de Quimica Bioldgica considera la posibilidad de aprobacion mediante la
modalidad Promocién sin examen final. Para acceder a dicha condicién, son necesarios
cumplir los siguientes requisitos:

1. Al momento de inscripcién al curso, cumplir con las exigencias de correlatividades
establecidas en el plan de estudio para rendir el examen final de esta asignatura.

2. Asistencia al 80% de las clases tedricas.

3. Aprobar los trabajos practicos de laboratorio y aula con igual exigencia que los y las
estudiantes regulares.

4. Aprobar cada evaluacion parcial con el 70% del puntaje total.

5. Aprobar una evaluacion adicional, de modalidad oral, sobre el tema de Integracion
Metabdlica, y aquellos temas no evaluados en los parciales.

6. Los y las estudiantes que opten por la Promocién sin examen final, tendran solo una (1)
recuperacion para todas las evaluaciones parciales. La misma se aprobara alcanzando una

calificacion del 80% del puntaje total.
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NORMAS DE BIOSEGURIDAD PARA TRABAJAR EN EL LABORATORIO

Reglas criticas de higiene y seguridad

Al formarse como profesional, debe tener en cuenta una serie de normas, que
contribuirdn a llegar a resultados exactos, a un correcto desempefio en las actividades a
desarrollar en un laboratorio, y al cuidado de la salud. Las nhormas de seguridad estan hechas
para la proteccién de su salud, por lo tanto, su cumplimiento es OBLIGATORIO. A saber:

1) Los pasillos de circulacion, vias de evacuacion y puertas de emergencia no deben estar
obstruidas.

2) El uso del guardapolvo y guantes de latex es obligatorio dentro del laboratorio. El uso de
barbijo y lentes es obligatorio en el trabajo practico que lo requiera.

3) No se permitira la entrada a los laboratorios con pantalones cortos, chinelas o cabello largo
suelto.

4) Esta terminantemente prohibido fumar, comer, e ingerir bebidas en el laboratorio.

5) Deberd mantener su mesada y pileta limpias. Para ello, utilizar papel absorbente provisto
por las/los docentes.

6) Al comenzar el trabajo préactico, revise que el material de vidrio se encuentre limpio y seco
para evitar inexactitudes.

7) No malgaste los reactivos. No los impurifique con pipetas sucias, esto perjudicara su trabajo
y el de sus companferas/os. Nunca devuelva al recipiente original una sustancia que se ha
sacado del mismo, pues podria contaminarla.

8) Cuando trabaje con material bioldgico (sangre total, suero, orina) utilice guantes, debe
considerarlo material infecto contagioso.

9) Las puntas plasticas y pipetas de vidrio, luego de ser utilizados, deberan ser descartados
dentro de los correspondientes recipientes con lavandina, para una descontaminacién previa
al lavado final. No los deje apoyados sobre la mesada.

10) No pipetear &cidos, élcalis, o cualquier otra soluciéon con la boca. Utilice a tal efecto una
pera o pro-pipeta. Si algun reactivo es accidentalmente ingerido, avise de inmediato al
personal docente.

11) Si algun liquido corrosivo toca su cuerpo, use la ducha y lave la zona afectada con
abundante agua, si los afectados son los ojos use el lavaojos y lavelos durante 15 minutos
luego solicite primeros auxilios.

12) Todas las operaciones que desprendan gases toxicos y/o irritantes se realizan bajo la

campana extractora sin excepcion.
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13) Dilucién de acidos: Cuando realice la dilucion de un 4cido proceda a afiadir lentamente el
acido al agua contenida en un vaso, agitando constantemente y enfriando el vaso receptor.
Nunca afiadir agua al acido.

14) Uso y tratamiento de reactivos y soluciones quimicas:

a- Al usar cualquier tipo de reactivos, asegurese que es el correcto y lea bien su etiqueta. Si
es transferido a otro recipiente, rotulelo de nuevo.

b- Todos los reactivos deberan manejarse con el material perfectamente limpio. Todos los
solidos deberan manejarse con espatula.

c- No utilizar reactivos sin haber registrado sus propiedades en el cuaderno de laboratorio,
enterandose de los riesgos de su uso y tomando las precauciones pertinentes.

d- No manipular productos inflamables (benceno, tolueno, éter, etc.) en presencia de
mecheros encendidos.

e- Cuando un reactivo requiera una agitacion vigorosa por inversion del recipiente, tapelo con
un tapon de vidrio esmerilado o de goma, nunca lo haga con la mano.

f- Al calentar una solucién y/o reactivo, hagalo en recipientes adecuados para ese efecto.
g-Al calentar una solucion en un tubo de ensayo debe hacerse bajo el nivel del liquido y
agitando constantemente. No dirigir la boca del tubo hacia compafiera/o o hacia si mismo,
pues puede proyectarse.

h- Cualquier material caliente debe colocarse sobre una placa resistente al calor.

i-Algunos desperdicios liquidos podran desecharse en las piletas de descarga con un rango
pH moderado de 6-8, dejando correr suficiente agua, ya que muchos de ellos pueden ser
corrosivos. Soluciones alejadas de estos pH deberan primero ser neutralizadas antes de
desecharlas.

15) Todos los desperdicios solidos y papeles, no patolégicos o contaminantes, deberan
colocarse en los botes de basura. Los residuos sélidos patol6gicos o contaminantes deberan
desecharse en los recipientes con bolsas rojas destinados a tal fin. El material de vidrio roto
debera descartarse en recipientes especiales para ese efecto.

16) Al finalizar el trabajo préactico de laboratorio, coloque el material de vidrio en los
contenedores indicados a tal fin por las/los docentes.

17) Las bromas en su trabajo pueden causar accidentes, no las haga, trabaje con seriedad
pensando que esta proximo a desempefarse como profesional. En el laboratorio no corra,

camine.
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TRABAJO PRACTICO DE AULA N° 1: ENZIMAS, PROPIEDADES y REGULACION

Objetivos de Aprendizaje

e Describir las caracteristicas generales de las enzimas.

e Calcular matematicamente el rendimiento y pureza de las enzimas, luego de la utilizacion
de procesos de purificacion.

¢ Analizar el comportamiento cinético de las enzimas michaelianas y alostéricas, utilizando
registros graficos de actividad enzimatica y determinar parametros cinéticos.

o Interpretar la acciébn de los distintos factores que afectan la actividad enzimatica,

considerando las propiedades generales de las enzimas.

Introduccién Tedrica

Las enzimas catalizan practicamente todas las reacciones biol6égicamente
importantes. Se encuentran entre las mas notables biomoléculas conocidas debido a
su extraordinaria especificidad y a su poder catalitico. Una reaccion catalizada por una

enzima se puede esquematizar:

E+S_—» [ES] ——» E+P

La actividad de una enzima puede determinarse midiendo la cantidad de
producto formado o de sustrato consumido, en un tiempo dado, en una mezcla que
contenga todos los factores y condiciones requeridos para la reaccién. Para que la
determinacion de actividad enzimatica guarde relacion con la cantidad de enzima
presente en solucion, es necesario medir la velocidad inicial, entendiéndose como
aquella obtenida cuando todavia la cantidad de sustrato consumido es insignificante,
en relacion con el sustrato total presente de la mezcla.

Para medir la actividad de una preparacion enzimatica en solucién se utiliza
distintas expresiones:

La cantidad de enzima se indica habitualmente en Unidades Internacionales.

Una Unidad de cualquier enzima es la cantidad que cataliza la transformacién
de un micromol (1pumol = 10-6mol) de sustrato por minuto, en condiciones definidas de

pH y temperatura.
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Unidad de enzima= umol de sustrato transformado
min

La purificacion es un paso clave que debe realizarse para comprender la funcién de
una enzima especifica. Las enzimas no solo se purifican para aislarlas de los contaminantes,
sino también para aumentar su actividad, estabilidad, vida util, comprender la relacién
estructura-funcién y hacer diferentes formulaciones para fines industriales y medicinales. La
actividad especifica indica la pureza relativa de una preparacion enzimética y relaciona la
actividad enzimética no ya al volumen de la muestra, sino al total de proteinas existentes en

la misma.

Mmoles de sustrato transformado/min
mg de proteina

Actividad especifica=

El incremento de la actividad especifica indica la eliminacién de proteinas que no
poseen la accidn catalitica perseguida. La actividad especifica llega a ser maxima y constante
cuando la enzima en solucidn, se encuentra al estado puro.

Cuando la enzima se encuentra en estado puro y se conoce su peso molecular, se
puede calcular su actividad molar o nimero de recambio, que corresponde al nimero de
moléculas (o moles) de sustrato convertidos en producto por unidad de tiempo (minuto) por
una molécula (o mol) de enzima, trabajando en condiciones de saturacion de sustrato, lo que

corresponde a la velocidad maxima en presencia de un mol de enzima.

moles de sustrato transformado/min
mol de enzima

Numero de recambio=

Existen diferentes métodos que permiten la purificacion de una enzima de interés, a
partir de una solucién de proteinas. Para evaluar si un método de purificacién es adecuado,
es necesario calcular la recuperacion y el grado de purificacion alcanzados.

Considerando las unidades enziméticas totales de la etapa inicial como el 100% puede
calcularse el porcentaje de recuperacion de cada etapa, refiriendo a las unidades totales de
cada paso a las iniciales.

Para calcular el grado de purificacion, debe obtenerse primero el valor de actividad
especifica alcanzado en cada paso. Si se considera la actividad especifica inicial como unidad
de purificacion, el grado de purificacion de cada etapa se calcula haciendo el cociente entre

la actividad especifica de dicha etapa y la del primer paso.
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Diversos factores modifican la actividad enzimatica, por lo tanto, deben ser

considerados al momento de determinar la actividad de enzima presente en una muestra.

Entre dichos factores se encuentran:
- concentracion de enzima
- concentracion de sustrato
- temperatura
- pH
- concentracion de cofactores

- presencia de inhibidores
En cuanto a la concentracion de sustrato, el comportamiento cinético de una enzima

michaeliana es como se observa en la figura 1.1. Al utilizar concentraciones de sustrato bajas,
la actividad enzimatica aumenta rapidamente con los incrementos en la concentracion de
sustrato. Sin embargo, a niveles mas elevados, el incremento de la velocidad enzimatica
comienza a ser mas lento, tendiendo a alcanzar un valor de actividad méaximo, que no es

superado a pesar de que se continlie incrementando la concentracion de sustrato.

Figura 1.1
Efecto de la concentracion de sustrato sobre la velocidad inicial de una reacciéon enzimatica.

velocidad inicial
(uM/min)
|
x| <
= -
TAND

\/
v
+—»

Ko (S] (uM)

Nota: Vo: velocidad inicial. Km: constante de Michaelis-Menten. Vmax: velocidad maxima. [S]:
concentracion de sustrato. Adaptado de Bioquimica. Conceptos esenciales” (p 143), por

Feduchi y cols., 2020, Panamericana.

Michaelis y Menten establecieron una relacion entre la velocidad de reaccion y la

concentracion de sustrato mediante una constante llamada Km (constante de Michaelis
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Menten), y dedujeron que la hipérbola que corresponde a la curva de saturacion de una

enzima por su sustrato, puede expresarse con la siguiente ecuacion:

Vmax. [S]
Km + [S]

Vo =

Se puede definir Km como la concentracion de sustrato a la cual la velocidad de la
reaccion enzimética alcanza un valor igual a la mitad de la velocidad méaxima. En condiciones
definidas de medio de reaccion, pH, temperatura, etc., el valor de Km permanece fijo para
cada sustrato de una misma enzima, se expresa en unidades de concentracion, y es un
parametro que permite caracterizar a cada enzima. La ecuacién de Michaelis-Menten puede
ser transformada algebraicamente en ecuaciones equivalentes utilizables para la
determinacion préctica del valor de Km. La ecuacién de Lineweaver-Burk (figura 1.2), que es
la reciproca de la ecuacion de Michaelis-Menten, se corresponde a la ecuacién de una recta

que no pasa por el origen.

Figura 1.2.
Representacién grafica de la ecuacion de Lineweaver-Burk.

1= Km N
Vs, Vmax [S] Vmax

K
Pendiente = =
\

min

UM/

V, |

P

]

w
——l
A

=

=

=

Nota: La representacion grafica de la ecuacién de Lineweaver-Burk permite obtener los
valores de Vméax. y de Km. [S]: concentracion de sustrato; vo: velocidad enzimética; Km:
constante de Michaelis-Menten; Vméax: velocidad méaxima. Adaptado desde Bioquimica.

Conceptos esenciales (p 147), por Feduchi y cols., 2020, Panamericana.
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Mecanismos de Regulacion de la Actividad Enzimética

Ademads, de la concentracion de sustrato, el valor de pH en solucion, la temperatura,
la presencia de cofactores, etc., la actividad de las enzimas intracelulares puede ser regulada
por varios mecanismos. En casi todas las vias metabdlicas existen una 0 mas enzimas que
actian como reguladoras que pueden aumentar o disminuir su actividad de acuerdo a sefiales
especificas.

Existen varios mecanismos de regulacién de las reacciones enziméticas:
a) Los que modifican la actividad de las enzimas:

- Enzimas alostéricas

- Enzimas reguladas por modificacién covalente

- Enzimas reguladas por modificacién proteolitica: zimégenos

- Enzimas reguladas por localizacion tisular y celular: Isoenzimas
b) Los que regulan la cantidad de enzima presente:

- Induccién o represion de la sintesis de enzimas.

- Degradacion proteolitica de la proteina enzimatica

Enzimas Alostéricas

A diferencia de las enzimas “michaelianas”, las enzimas alostéricas no poseen una
cinética de tipo hiperbdlica, sino que la representacién de la actividad de estas enzimas, en
funcién de la concentracion de sustrato ([S]), responde a una curva sigmoidea. Este
comportamiento cinético radica en la estructura molecular de las enzimas alostéricas. Estas
enzimas poseen, ademas del sitio catalitico, otros sitios denominados reguladores, a los
cuales se unen especificamente moléculas que ejercen accion activadora o inhibidora sobre
la actividad enzimatica. Estos agentes se llaman moduladores, modificadores o efectores
alostéricos y pueden actuar de modo positivo 0 negativo.

Las enzimas alostéricas estan constituidas por varias subunidades polipeptidicas,
entre las cuales existe algun tipo de comunicacién, de manera tal que al unirse un modulador
positivo 0 negativo, ocurre un cambio de conformacién que se transmite a las otras
subunidades, favoreciendo o impidiendo la unién del sustrato al sitio activo, respectivamente.
En la figura 1.3 se observa el efecto de la union de los moduladores sobre la velocidad inicial

de una enzima alostérica.
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Figura 1.3.
Velocidad de reaccién de una enzima alostérica en presencia y ausencia de moduladores.
Modulador ¥
positivo \# Sin moduladores
!‘(' /
4 Modulador negativo
‘ | | | | l | | |
0 10 20 30 40
[Sustrato] (m M)

Nota: la velocidad de reaccion de una enzima alostérica aumenta en presencia de
moduladores positivos (naranja) y disminuye ante la presencia de moduladores negativos
(celeste). Modificado de Fundamentos de Bioquimica. La vida a nivel molecular (p 377), por
Voet y cols., 2016, Artmed.

Enzimas Reguladas por Modificacion Covalente

La actividad de algunas enzimas también es regulada por la unién covalente o
remociéon de grupos quimicos (fosfatos, AMP, metilo, etc.) a la estructura proteica. Las
enzimas que responden a este tipo de regulacién son denominadas “enzimas reguladas por
modificacion covalente”. Con mayor frecuencia el grupo afadido o removido es un grupo
fosfato, el cual se une o remueve sobre residuos de los aminoacidos serina, treonina o tirosina,
especificos de la proteina enzimatica (figura 1.4). Las reacciones de fosforilacion son
catalizadas por una familia de enzimas llamadas quinasas de proteinas, las cuales utilizan
como dador del grupo fosfato al ATP. A su vez, los grupos fosfatos se separan de las enzimas

fosforiladas por la accion de enzimas llamadas fosfatasas de proteinas.
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Figura 1.4.

Regulacién de la actividad enzimética mediante modificacién covalente.
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Nota: La unidn reversible de grupos quimicos a la molécula de enzima ocasiona el aumento

o la disminucién de su actividad. En la figura se representa la unién y eliminacion enzimatica

de grupos fosfatos. Tomado de Bioquimica. Conceptos esenciales (p 154), por Feduchiy cols.,

2020, Panamericana.

Enzimas Reguladas por Modificacion Proteolitica: Zimogenos

Ciertas enzimas son sintetizadas en las células de origen como precursores inactivos

llamados zimdgenos, proenzimas o preenzimas. La mayoria de estos precursores son

proteinas simples que se convierten en la enzima activa mediante un proceso de hidrélisis.

Ejemplos de zimdgenos son algunos componentes de los jugos digestivos (figura 1.5), los

cuales se activan al llegar a la luz intestinal.
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Figura 1.5.
Esquema del proceso de activacion zimogenos gastrointestinales.
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Nota: el pepsindgeno en presencia de la acidez del estbmago se convierte en pepsina, la

enzima activa,; el tripsindgeno, secretado por el pancreas, es hidrolizado por la enteroquinasa
a tripsina, enzimaticamente activa. Tomado de Bioquimica. Conceptos esenciales (p. 281),

por Feduchi y cols., 2020, Panamericana.
Enzimas Reguladas por Localizacion Tisular o Celular: Isoenzimas

Las isoenzimas son diferentes formas moleculares de una misma enzima. Estas
enzimas se caracterizan por presentar igual especificidad por el sustrato, pero diferente
afinidad por el mismo, es decir, presentan distintos valores de Km y Vmax. Un ejemplo de
isoenzimas son la hexoquinasay la glucoquinasa (isoenzima IV de la primera). Ambas, utilizan
como sustrato a glucosa con un Km de 0,1 mM y 10 mM, respectivamente. La reaccién que

catalizan es la siguiente:

Glucosa + ATP ﬁ Glucosa-6-fosfato + ADP
Debido a que poseen diferente estructura aminoacidica, por lo tanto, distinto peso
molecular (PM) y/o carga, las isoenzimas se pueden separar mediante electroforesis en gel.
En este sentido, una de las mejores estudiadas es la “lactato deshidrogenasa”, que presenta
cinco isoenzimas, cada una con una composicion aminoacidica diferente. El sustrato de la

misma es el piruvato o el lactato. La reaccidon que catalizan es la siguiente:
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Piruvato + NADH + H ﬁ Lactato + NAD
La distribucién relativa de la actividad enzimatica (figura 1.6) entre las cinco

formas es caracteristica para cada tejido dependiendo de la funcién del mismo.

Figura 1.6.
Patrén electroforético y composicibn de cada una de las isoenzimas de lactato
deshidrogenasa (LDH).

(+)

l LDH 3 I—bm

[ LDH 4 l——b
1

[ L0115 ey
T

(=)

Nota: Adaptado de “Expresion de isoenzimas de L-lactato: NAD* Oxido-reductasa (LDH; EC.
1.1.1.27) durante el desarrollo embrionario del pez combatiente siames Betta splendens” (p.
11-20), por Maestre-Serrano y cols. Universitas Scientiarum, 2008, Universitas Scientiarum
13(1).

Inhibidores Enzimaéticos

Existen agentes quimicos que inhiben reversible o irreversiblemente la accion catalitica
de las enzimas. En el caso de la inhibicion reversible, la misma puede ser de tipo competitiva
y no competitiva.

Los inhibidores competitivos aumentan el valor de Km, pero no modifican la Vméax de
la enzima. El inhibidor presenta similitud estructural con el sustrato y ambos compiten por el
sitio activo de la enzima.

Los inhibidores no competitivos son compuestos que se unen a la enzima en un lugar

diferente al sitio activo y provocan una disminucion de la Vméx sin modificar el valor de la Km.
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Para identificar la accion de un inhibidor, es posible representar graficamente la

variacién de la Vo en funcion de la [S] y su inversa, la ecuacién de Lineweaver-Burk (figura

1.7).

Figura 1.7.
Influencia de inhibidores reversibles competitivo y no competitivo sobre la cinética enzimética.
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Nota. Un inhibidor competitivo provoca un aumento de la Km de una enzima michaelina, sin
modificar su Vmax. Sin embargo, la presencia de un inhibidor disminuye la Vméax. de una
enzima michaeliana, sin modificar el Km. Modificado de Biochemistry (p. 60-61), por Harvey

& Ferrier, 2011, Lippincott lllustrated Reviews Series.
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PROBLEMAS DE APLICACION

1) Un investigador trabaja intentando purificar una enzima de interés a partir de tejido de rata,

utilizando diversos procedimientos consecutivos. Los datos obtenidos se reportan en la Tabla

1.1, pero se omitieron algunos datos Uutiles.

Tabla 1.1.
Actividad total y concentracion de proteinas determinadas luego de diferentes procesos de
purificacion.
o Actividad Proteina  Actividad Recuperacion Grado de
Paso de Purificacién Total Total especifica p

(MU)* (mg) (MU/mg) global (%) purificacion

Homogenizado crudo de
- 100000 10000
tejido fresco

Sobrenadante del 98999 8000
homogeneizado

Precipitacion con

90000 1500
(NH4)2S04
DEAE-celulosa 60000 250
Concentracion y dialisis 58000 29
Sephadex-G200 52000 20
Cellex-P (intercambio 41800 19
catiénico)
DEAE-sephadex 50000 12
Cromatografia de afinidad 49000 10

*mU= milienzima; milimoles se sustrato que cambian por minuto.

a) Complete la tabla agregando, ademas, las columnas de grado de purificacién y porcentaje
de recuperacion.

b) En funcién de la necesidad de obtener la mayor cantidad de la enzima en forma pura,
analice los valores obtenidos, y sugiera qué método/s no contribuye/n con el objetivo anterior,

y por lo tanto deberia/n ser eliminados de la secuencia de procedimientos.

2) Las prostaglandinas son un tipo de eicosanoides que poseen una variedad de efectos muy
potentes en los tejidos de los vertebrados. Estos compuestos, son responsables de la
generacion de fiebre e inflamacion y el dolor asociado. La sintesis de prostaglandinas ocurre
a partir de &cido araquidénico, en una reaccién catalizada por la prostaglandina endoperéxido
sintasa (PES). Esta enzima, una ciclooxigenasa, utiliza oxigeno para convertir el &cido

araquidonico en PGG,, precursor inmediato de diferentes prostaglandinas y otros
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compuestos. Sin embargo, el ibuprofeno es un medicamento que afecta la sintesis de
prostaglandinas, ya que inhibe la actividad de la enzima PES. Mediante su efecto, el
ibuprofeno reduce la inflamacién y el dolor. Teniendo en consideracién lo anterior, se
determiné el tipo de efecto inhibitorio de esta droga. Para ello, se realizé la medicién de la
velocidad inicial de formacién de PGG: en presencia y ausencia de ibuprofeno, y con
concentraciones crecientes del sustrato de la enzima. Los resultados obtenidos se muestran

en la tabla 1.2.

Tabla 1.2.
Velocidad inicial de formacién de PGG2 en ausencia y presencia de ibuprofeno.

[Acido araquidénico] Velq(fidad de Velocidad de formaf:ién de PGG:
(mM) formacién d.e PGG; con 10 mg/ml dg ibuprofeno
(mM/min) (mM/min)
0,25 13,5 6,7
0,5 22,5 16,67
1,0 32,2 25,25
1,5 36,9 30,49
2,5 41,8 37,04
3,5 44,0 39,9
4 44,3 41
4,5 44,5 42

a. Considerando los datos anteriores, ¢ Cual es el valor de Vméax y de Km de la enzima PES?
b. Realice una representacion grafica de la cinética de la PES, en presencia y ausencia de
ibuprofeno. De acuerdo a la misma, ¢,qué tipo de inhibicién ejerce el ibuprofeno sobre la
actividad de la enzima?, ¢qué parametros cinéticos de la enzima se ven afectados en

presencia del medicamento?

3) En un experimento realizado se trabaj6 con 1 ug de una enzima “E” y con 0,01 M de sustrato

A, ambos implicados en la siguiente reaccién enzimatica:

E
A— B

La velocidad maxima de la actividad enzimatica fue de 100 ymoles/min/ ug de enzima, no
habiendo variacién de la misma en el rango de pH 5 a 9. El valor de Km fue sensible a los

cambios de pH, lo cual puede ser observado en la siguiente gréfica:
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0,012

0,008 \
Km D.006 \
0,004

0,002 \

pH

a) Calcule la velocidad inicial de reaccién a pH 6,0 y a pH 8,0

b) ¢ Cual de los dos valores de pH seria mas conveniente para trabajar con esta enzima? ¢ Por
qué?

c) ¢ Cudl seria la concentracion de sustrato para que a pH 6,00 la velocidad inicial alcanzada

sea igual a la obtenida trabajando a pH 8,00?

4) Una enzima que cataliza la reaccion S — P, se ensaya con las concentraciones de

sustrato indicadas en la tabla 1.3, obteniéndose diferentes valores de velocidad inicial.

Tabla 1.3.
Variacion de la velocidad inicial de una enzima, en funcién de concentraciones crecientes de

Su sustrato.

Concentracion inicial de sustrato [M] Velocidad inicial [umol/l min]
1x 102 75,0
1x 103 74,9
1x10* 60,0
7,5x10°% 56,25
6,26 x 10°® 15,0

a) Determinar el valor de la Km de la enzima y la Vmax que se pueden conseguir con la
concentracion de la enzima utilizada.

b) ¢ Cudl sera la velocidad inicial con concentraciones de sustrato tales como: 2,5 x 10° M o
5,0 x 10° M?

c) ¢Cudl seria la velocidad inicial con una concentracion inicial de [S] 10 si se duplica la

concentracion de enzima?
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5) La enzima aspartato transcarbamilasa cataliza la primera reaccion propia de la biosintesis

de pirimidina:
Carbamil-fosfato + L-aspartico =~ Z——= Carbamil-aspartico + fosfato
En un estudio cinético sobre esta enzima aislada de E. Coli utilizando aspértico como sustrato,

en presencia de CTP (citidina trifosfato) 0,5 M y en ausencia del mismo, se obtuvieron los
datos de velocidad inicial indicados en la tabla 1.4.

Tabla 1.4.
Variacién de la velocidad inicial de la enzima aspartato transcarbamilasa, en funcion de

concentraciones crecientes de su sustrato.

v (unidades arbitrarias)

Aspaértico (Molar)
Ausenciade CTP CTP 0,5M

1x10°73 0,45 0,20
2x10-3 0,80 0,40
3x1073 1,70 0,70
4x1073 2,90 1,00
5x1073 3,40 1,40
7x1073 4,30 2,40
9x10-3 5,10 3,70
10x 103 5,30 4,20
12x 1073 5,60 4,80
15x 103 5,80 5,50
16 x10 3 5,80 5,60
17x 1073 5,80 5,60

a) Sin utilizar ninguna representacion grafica estime el valor de Km.
b) Calcule este parametro utilizando la ecuacion de Michaelis Menten. ¢Existe alguna

discrepancia entre estas dos determinaciones? Justificar.
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c) ¢ Qué efecto ejerce el CTP sobre el sistema enzimatico? Justifiquelo graficando.

6) Las caracteristicas de la carne, como por ejemplo el color, estan asociadas al contenido de
glucégeno dentro del musculo. Asi, un alto contenido de glucogeno al momento del sacrificio
produce un descenso de pH en la misma, obteniéndose cortes de color més claros. La
glucégeno fosforilasa es una enzima clave en la degradacion del glucogeno, la cual es
regulada por modificacion covalente.

a) Teniendo en cuenta la figura de abajo, indique cuél de las siguientes enzimas deberia

encontrarse activa con el objeto de obtener carne de buena calidad.

ser-cadena Ser-cadena quinasa q ’

lateral lateral

OH OH 0\ fo
Myt &H 2ATP  2ADP s Vi

s el Glucogéno
fosfarilasa . fosf
(' “ﬁ“’ 2 Pi 2 Hz0 z
-

fosfatasa

b) Identifique los grupos transferidos para modificar la actividad de la glucogeno fosforilasa.
¢) Mencione otros grupos quimicos que son transferidos a las enzimas y son capaces de
modificar su actividad.
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GUIA DE ESTUDIO

Enzimas

Clasificacion. Cofactores enzimaticos.

Unidad de Enzima, Actividad Especifica e indice de Cambio.

Ecuacion de Michaelis Menten: Determinacién grafica de Km y Vmax:

- ¢, En qué condiciones se alcanza la Vmax. de una reaccion enzimética?

- ¢ Qué importancia tiene la determinacién del Km de una enzima?

Ecuacion de Lineweaver-Burk. Determinacién de Km y Vmax.

Definicion de Km. Su importancia. ¢ Qué factores modifican su valor?

- Efecto del pH sobre la Actividad Enzimatica.

- Efecto de la temperatura sobre las reacciones enzimaticas.

- Inhibicién competitiva y no competitiva.

Representacion grafica de Lineweaver-Burk: diferencia entre un inhibidor competitivo y no
competitivo:

- Complejos que se forman en presencia de un inhibidor competitivo y no competitivo.

- ¢ Qué modificaciones presenta la pendiente y las intersecciones en cada tipo de inhibicion?

- ¢Qué parametros se modifican cuando acttan los dos tipos de inhibidores?

Isoenzimas
Propiedades, composicién, Km, separacién electroforética.

Regulacion metabdlica

1- Enzimas alostéricas:

- ¢Qué entiende por retroinhibicién?

- ¢Qué propiedades tiene una enzima alostérica?

- ¢ Cudl es el comportamiento de la enzima alostérica frente a concentraciones crecientes de
sustrato?

- ¢Dobnde se une el modulador o efector y cémo se modifica la actividad enzimatica?

2- Modulacién covalente

- ¢Como se realiza el proceso de regulacion covalente?

- Ejemplifique con la enzima fosforilasa.
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Zimébgenos
- ¢Son enzimas activas?

- ¢La activacién de los zimogenos es irreversible? Explique por qué.
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TRABAJO PRACTICO DE LABORATORIO N° 1: ANALISIS DE LOS FACTORES
QUE AFECTAN LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Objetivos de aprendizaje

e Calcular la actividad de la enzima invertasa a partir de un extracto de levadura, utilizando
la determinacion de azucares reductores por el método de Nelson-Somogyi.
e Determinar el efecto del pH y de la temperatura sobre la actividad enzimatica, a partir de la

comparacion de la actividad de la invertasa obtenida en diferentes condiciones.

Introduccion tedrica

La cantidad de una enzima en una solucibn o en un extracto de tejido, puede
determinarse cuantitativamente en relacion al efecto catalitico que produce, es decir, en
relacién a la velocidad con la que cataliza la transformacién de los reactivos en productos.
Para este fin, es necesario conocer:

1. La estequiometria global de la reaccién catalizada.

2. La necesidad de cofactores, tales como los iones metalicos o coenzimas.

3. La dependencia de las concentraciones de sustrato o de los cofactores, es decir, el valor
de Km para el sustrato y para el cofactor.

4. El pH 6ptimo.

5. Un rango de temperatura en el que la actividad enzimatica sea estable y elevada.

6. Un procedimiento analitico sencillo para determinar la desaparicion del sustrato o la
aparicion de los productos.

Para determinar la actividad de una enzima es posible medir la cantidad de producto
formado, o bien, la de sustrato consumido, en un tiempo dado, en una mezcla que contenga
todos los factores requeridos para la reaccién. Para que la determinacién guarde relacién con
la cantidad de enzima presente, se determina la velocidad de reaccion enzimética inicial, que
es aquella obtenida cuando la cantidad de sustrato consumido es insignificante en relacion
con el total presente de la mezcla.

Para indicar la actividad de una preparacion enzimatica se utilizan distintas
expresiones. Un modo habitual de indicar la actividad de una enzima es en Unidades
Internacionales (Ul). Como ya fuera mencionado anteriormente, en el TPA, la Unidad de
cualquier enzima es la cantidad de enzima que cataliza la transformacién de un micromol de

sustrato por minuto, bajo condiciones definidas de pH y temperatura.
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Unidad de enzima= umol de sustrato transformado
min

Diversos factores modifican la actividad enzimatica y han de ser considerados para
determinar la actividad de enzima presente en una muestra. Entre estos factores, es posible
mencionar: concentracion de enzima, concentracion de sustrato, temperatura, pH,

concentracion de cofactores y presencia de inhibidores.

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE INVERTASA DE LEVADURA
INFLUENCIA DE pH Y TEMPERATURA

La invertasa o0 sacarasa es una enzima clasificada en la clase 3 de las hidrolasas y
dentro de éstas, en la subclase 3.2 de las glicosidasas, siendo especificamente una f-
fructofuranosidasa (EC 3.2.1.26). El sustrato principal de esta enzima es la sacarosa
(disacéarido no reductor) y la reaccion enzimatica se puede esquematizar de la siguiente

manera:

CH;OH .
a CHZOH yrev CHZOH
o4 A INVERTASA L0 + .
i \ ”{';fl e OH < HOJ
M o CH-OH ;}_/ - HO \—/CI-'_-L‘-H
> = OH oM
SACAROSA D-GLUCOSA R——

Es posible ensayar la actividad de la enzima en estudio determinando la concentracion
de los productos de hidrélisis (azlcares reductores) mediante diferentes métodos analiticos.

En el caso particular de este TPL, se utilizara el método colorimétrico de Nelson-Somogyi.

Obtencion de la enzima

La invertasa serd obtenida a partir de levadura comercial, mediante lisis celular y
suspension acuosa, quedando en solucion. El extracto centrifugado se utiliza sin mas
purificacion.

En un mortero se coloca 5 g de levadura, 0,5 g de fosfato diamonico, 2 ml de tolueno
y se disgrega hasta obtener una especie de pasta, perfectamente homogénea. Luego de un

reposo durante 15 min. a temperatura ambiente, se agrega a la pasta anterior, en pequefias
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porciones, 90 ml de agua destilada a 35 °C, procurando deshacer y suspender bien todo el
material con un pilén. Nuevamente, dejar reposar 15 min. con agitacién ocasional. Centrifugar
15 min. a 3000 r.p.m. Decantar cuidadosamente el sobrenadante que contiene el extracto

enzimatico. Conservar el sobrenadante del homogenato en hielo hasta su utilizacion.

Determinacién de azlUcares reductores mediante el método de Nelson y Somogyi

La cantidad de sustrato transformado en producto (glucosa y fructosa) sera
determinado mediante un método quimico para la determinacion de azucares reductores.

El método de Nelson y Somogyi se basa en la reduccion del reactivo cuprotartarico
por azlcares reductores dando lugar a la formacion de éxido cuproso. Este tltimo reacciona
con el reactivo arsenomolibdico que se reduce a 6xidos de molibdeno de color verde azulado,
cuya intensidad de absorbancia es proporcional a la cantidad de azlUcares reductores
presentes.

Para detener la actividad enzimatica, una vez cumplido el tiempo de reaccion, se
separa la enzima por precipitacion de todas las proteinas presentes en la muestra. En este
caso, la desproteinizacién se logra con el agregado de NaOH y ZnSQO, y la consiguiente
formacion de Zn(OH). que precipita y arrastra a la enzima. Estas muestras se filtran y sobre

una alicuota del filtrado se realiza la reaccién de color.

A) Influencia del pH sobre la actividad de la enzima

La actividad de la invertasa, como la de todas las enzimas, depende de la composicién
i6nica del medio y muy especialmente del pH. Se estudiara la variacion de esa actividad en
medios de diferente pH. Para realizar el estudio de la variacién de la actividad de una enzima
en funcion de una variable, en este caso el pH, se mantiene constante toda otra variable que

afecte la actividad enzimatica.

Materiales y métodos

Los reactivos utilizados para determinar el efecto del pH sobre la actividad enzimatica
son los siguientes:
e Buffer citrato trisédico pH = 3,0; 4,5y 6,0.
e Citrato trisodico 0,1 M, pH = 8,6.
e Sacarosa 0,5 M
e NaOH 0,6 N.
¢ ZnS04 0,6 N.
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¢ Reactivo Cuprotartarico.

Para la preparacion de este reactivo en el momento de usar se mezclan un volumen de la

solucion Ay cuatro volimenes de la solucién B. Cada una de las soluciones contiene:
Solucion A:  Sulfato de cobre al 2 %

Sulfato de sodio anhidro al 12 %.

Solucién B:  Carbonato de sodio anhidro a 3 %
Bicarbonato de sodio al 2%
Tartrato de sodio y potasio al 1.5 %
Sulfato de sodio anhidro al 12 %

¢ Reactivo Arsenomolibdico.
Este reactivo se prepara a partir de las siguientes soluciones:
Solucién A:  Molibdato de amonio 25 g
Acido sulfarico concentrado 21 ml
H>0 destilada 450 ml

Solucién B:  Arseniato disodico.7 H.O 3 g
H>O destilada 25 ml

Mezclar y mantener a 37 °C durante 24 hs. Guardar en frasco color caramelo.

e La enzima invertasa sera obtenida como se describié previamente, diluida en una relacion

1/30, en agua destilada.

Actividades a desarrollar

a) Prepare el reactivo cuprotartarico de acuerdo a las especificaciones descriptas en
materiales y métodos (Volumen final/comisién= 20 ml)
b) En la mesada de trabajo Usted encontrara el resto del material y los reactivos necesarios

para la experiencia. Ordene y rotule en una gradilla la siguiente serie de tubos de vidrio:

Tubos de reaccion R-1 R-2 R-3 R-4
Tubos de desproteinizado D-1 D-2 D-3 D-4 D-5 (Bco.)
Tubos de filtrado F-1 F-2 F-3 F-4 F-5
Tubos de colorimetria C-1 C-2 C-3 C-4 C-5
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b) Una vez ordenados y rotulados los tubos de vidrio agregar los siguientes reactivos en cada

uno de ellos:
Tubo N° R-1 R-2 R-3 R4
pH aproximado 3,0 4.5 6,0 8,6
Buffer citrato de pH x (ml) 5,0 5,0 5,0 -
Citrato trisddico (ml) - - - 5,0
Sacarosa 0,5 M (ml) 2,0 2,0 2,0 2,0
H>0O d. (ml) 2,0 2,0 2,0 2,0

Mezclar y dejar a temperatura ambiente.

Adicionar a c/tubo con pipeta distinta, dejando la pipeta en el tubo correspondiente:

Enzima (1/20) (ml) 1,0 1,0 1,0 1,0

Mezclar.
Limpiar la pipeta con la mezcla reactiva succionando y liberando el contenido

Comenzar a contar el tiempo de 10 minutos

Iniciar el protocolo de desproteinizado, en el tiempo de espera.

c) Para el desproteinizado agregar los reactivos de acuerdo a la siguiente tabla. Una vez

realizado el desproteinizado, obtener el filtrado libre de proteinas y realizar la reaccién de color

final.
Tubos de
o D-1 D-2 D-3 D-4 D-5 (Bco.)
desproteinizado
Na(OH) 0,6 N (ml) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

Al cabo del tiempo de reaccion (107), extraer 1 ml de mezcla de reaccién (con su
correspondiente pipeta) y dejarlo caer cerca del fondo de los tubos de desproteinizado D-

1, D-2, D-3 y D-4 respectivamente, como se indica a continuacion:

Mezcla reactiva (ml) 1,0 1,0 1,0 1,0

ZnS04 0,6 N (ml) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

H20 (d) c.s.p. 10 ml. 7,0 7,0 7,0 7,0 8,0
Filtrar

Recibiendo en los tubos de filtrado (F), cuyo subindice debe corresponder al nimero de

tubo del que proviene la mezcla.
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Tubos de Filtrado

F-1

F-2

F-3

F-4

F-5

Tomar 1 ml de cada filtrado

Trasvasar a los tubos de colorimetria correspondientes, para efectuar la reaccioén de color.

Tubos de colorimetria C-1 C-2 C-3 C-4 C-5
Filtrado (ml) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Rvo. cuprotartarico (ml) 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5

Mezclar suavemente
Colocar en bafio maria hirviente durante 10 min.
Enfriar con agua corriente y agregatr:
Rvo. arsenomolibdico (ml) 15 15 15 15 15
H20 (d) 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0

Utilizar como blanco el tubo N° 5.

Mezclar mediante agitacién vigorosa, usando el tapén de goma provisto.
Leer absorbancia en espectrofotémetro a 620 nm

Resultados y andlisis de los resultados obtenidos

Con los datos obtenidos de absorbancia, y utilizando la curva de calibracién provista

en el anexo de este practico, completar el siguiente cuadro:

Tubo N°

C-1

C-2

pH del medio

3,0

4,5

6,0

8,6

Absorbancia

umoles de sacarosa
hidrolizada (s h)

Velocidad inicial

(s h mlI*min?t)

a) Graficar velocidad inicial de reaccion en funcién del pH.

b) De acuerdo a lo graficado y considerando la velocidad de reaccién enzimatica, explique

cual es el pH 6ptimo de la enzima.
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B) Influencia de la temperatura sobre la actividad enzimatica

Entre otros factores a los que se ha hecho mencién en esta guia de trabajos practicos,
la actividad de las enzimas depende de la temperatura en la que se lleva a cabo la reaccién
enzimatica.

El ascenso de la temperatura conlleva a un incremento de la energia cinética de las
moléculas que participan en una reaccion quimica, aumentando la velocidad de dicha
reaccion. Dentro de ciertos rangos de temperatura, las reacciones enzimaticas siguen ese
comportamiento. Sin embargo, por encima de un valor de temperatura optimo (temperatura
en la que se alcanza el maximo de actividad catalitica), la actividad enzimética decae
bruscamente, llegando incluso a no detectarse. Este efecto inactivante de la temperatura se
explica debido a la accién del calor sobre la estructura molecular de las enzimas.

En este TPL se estudiard la variacion de la actividad de la invertasa de acuerdo a
diferentes temperaturas del medio de reaccién. Para llevar adelante este estudio, se

mantendran constantes todas las otras variables que afecten la actividad enziméatica.

Materiales y métodos

Los reactivos utilizados para determinar el efecto de los cambios de temperatura sobre
la actividad enziméatica son los siguientes:
¢ Buffer citrato pH = 4,5
e Sacarosa 0,5 M
¢NaOH 0,6 N
¢/nS0O, 0,6 N
¢ Reactivo Cuprotartarico (preparado en la seccién anterior).
¢ Reactivo Arsenomolibdico.
e La enzima invertasa sera obtenida como se describié previamente, diluida en una relacién

1/30, en agua destilada.

Actividades a desarrollar

a) En la mesada de trabajo Usted encontrara el material necesario para la experiencia. Ordene

y rotule en una gradilla la siguiente serie de tubos de vidrio:
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Tubos de reaccion R-1 R-2 R-3 R-4
Tubos de desproteinizado D-1 D-2 D-3 D-4 D-5 (Bco.)
Tubos de filtrado F-1 F-2 F-3 F-4 F-5
Tubos de colorimetria C-1 C-2 C-3 C-4 C-5

b) Una vez ordenados y rotulados los tubos de vidrio agregar los siguientes reactivos en cada

uno de ellos:

Tubo N° R-1 R-2 R-3 R4
Temperatura de 4 20 55 75
incubacioén (°C)

Buffer citrato (ml) 5,0 5,0 5,0 5,0
Sacarosa 0,5 M (ml) 2,0 2,0 2,0 2,0
H>O d. (ml) 2,0 2,0 2,0 2,0

Mezclar y colocar a las temperaturas indicadas unos minutos para termostatizar.

Adicionar a c/tubo con pipeta distinta, dejando la pipeta en el tubo correspondiente:

Enzima (1/20) (ml) 1,0 1,0 1,0 1,0

Mezclar.

Limpiar la pipeta con la mezcla reactiva succionando y liberando el contenido

Comenzar a contar el tiempo de 10 minutos

Iniciar el protocolo de desproteinizado, en el tiempo de espera.

c) Para el desproteinizado agregar los reactivos de acuerdo a la siguiente tabla. Una vez

realizado el desproteinizado, obtener el filtrado libre de proteinas y realizar la reaccién de color

final.
Tubos de
o D-1 D-2 D-3 D-4 D-5 (Bco.)
desproteinizado
Na(OH) 0,6 N (ml) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

Al cabo del tiempo de reaccion (107), extraer 1 ml de mezcla de reaccion (con su
correspondiente pipeta) y dejarlo caer cerca del fondo de los tubos de desproteinizado D-

1, D-2, D-3 y D-4 respectivamente, como se indica a continuacion:

Mezcla reactiva (ml) 1,0 1,0 1,0 1,0
ZnS04 0,6 N (ml) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
H20 (d) c.s.p. 10 ml. 7,0 7,0 7,0 7,0 8,0
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tubo del que proviene la mezcla.

Filtrar

Recibiendo en los tubos de filtrado (F), cuyo subindice debe corresponder al nUmero de

Tubos de Filtrado

F-1

F-2

F-3

F-4

F-5

Tomar 1,0 ml de cada filtrado

Trasvasar a los tubos de colorimetria correspondientes, para efectuar la reaccién de color.

Tubos de colorimetria C-1 C-2 C-3 C-4 C-5
Filtrado (ml) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Rvo. cuprotartarico (ml) 1,5 15 1,5 1,5 1,5

Mezclar suavemente
Colocar en bafio maria hirviente durante 10 min.
Enfriar con agua corriente y agregatr:
Rvo. arsenomolibdico (ml) 15 15 15 15 15
H.O (d) 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0

Utilizar como blanco el tubo N° 5.

Mezclar mediante agitacion vigorosa, usando el tapén de goma provisto.

Leer absorbancia en espectrofotébmetro a 620 nm

Resultados y analisis de los resultados obtenidos

Con los datos obtenidos de absorbancia, y utilizando la curva de calibraciéon provista

en el anexo de este practico, completar el siguiente cuadro:

Tubo N°

C-1

C-2

C-3

C-4

Temperatura del medio
(°C)

12

21

45

60

Absorbancia

pmoles de sacarosa
hidrolizada (s h)

Velocidad inicial

(s h mlI*min?t)

c) Graficar velocidad inicial de reaccion en funcion de la temperatura del medio.

d) De acuerdo a lo graficado y considerando la velocidad de reaccion enzimética, explique

cual es el pH 6ptimo de la enzima.
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Anexo: curva de calibracion de glucosa determinada por el método quimico de Nelson

y Somogyi

Una curva de calibracion es una curva de referencia construida en un sistema de
coordenadas a partir de cantidades o concentraciones conocidas de una sustancia que se
toma como patrén, estandar, o testigo (eje x), versus un parametro medible que varia en forma
proporcional a esa concentracion, por ejemplo: absorbancia (eje y).

Dicha curva se utiliza para determinar la cantidad de una sustancia desconocida
presente en una muestra por interpolacion a partir del pardmetro medido. Por ejemplo, es
posible determinar la concentracion de proteinas en solucion, a partir de una curva graficada
utilizando como patrén una solucion de albumina bovina.

Segun la ley de Lambert-Beer, en muchas determinaciones se cumple una relacion
proporcional entre la magnitud o intensidad de color del producto de una reacciény la cantidad
del sustrato presente en la muestra.

Si se grafica el valor de absorbancia medido con un espectrofotometro en funcion de
las concentraciones crecientes de la sustancia patron se obtiene una recta que luego permite
calcular la concentracion de dicha sustancia en una muestra determinada.

Los azUcares con propiedades reductoras son aquellos que presentan un grupo cetona
o aldehido libre, mediante el cual pueden reaccionar cediendo electrones a otros compuestos.
Entre estos azucares, conocidos en general como “azucares reductores”, se encuentran
glucosa, maltosa, lactosa y galactosa. Si se desea determinar la concentraciéon de azUcar
reductor en una muestra desconocida, previamente se debe construir una curva de calibraciéon
para azucares reductores utilizando como patrén una solucién de glucosa, en concentraciones
conocidas y crecientes.

Para referir el valor de absorbancia de una muestra desconocida a una curva de
calibracion, es necesario que en ambas situaciones se utilice el mismo método analitico.
Debido a que en el TPL determinaremos la cantidad de azucares reductores generados luego
de la accion enzimatica mediante el método de Nelson y Somogyi, la curva de calibracion se
construye utilizando los valores de absorbancia de soluciones patrones, determinadas con el

mismo método quimico
Materiales y métodos

Sobre una alicuota de solucion de glucosa utilizada como patrén (previamente
desproteinizadas y filtradas) se adicioné el reactivo cuprotartarico, de alcalinidad

moderada y se llevé a bafio maria hirviente durante 10 min. Luego de enfriar la solucion

bajo agua corriente, sin agitacion violenta para evitar la reoxidacion del CuO por el
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oxigeno del aire, se agrego el reactivo arsenomolibdico y se determinaron los valores de
absorbancia a 620 nm.

Si bien la solucién de glucosa que se utiliza como patrén (en cantidades conocidas y
crecientes) para realizar la curva de calibraciéon, no contiene cantidades significantes de
proteinas, se tratd con agentes precipitantes de proteinas (NaOH y ZnSQO.) y luego fue filtrada.
Estos pasos se realizaron para igualar las condiciones de reaccidon con aquellas que se

utilizaran en el TPL en la determinacién de la actividad de invertasa.

Actividades desarrolladas

a) Se prepararon la siguiente serie de tubos y se agregaron los reactivos que se indican a

continuacion:

Tubos N° 1 (Bco.) 2 3 4 5 6
NaOH 0,6 N (ml) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Glucosa 0,003 M (ml) - 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
ZnS04 0,6 N (ml) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
H.O d. (ml) 8,0 7,8 7,6 7,4 7,2 7,0

correspondiente tubo de filtrado (F).

Se mezclaron y filtraron las soluciones de cada tubo, recibiendo el filtrado en el

Tubos de filtrado

F-1

F-2

F-3

F-4

F-5

F-6

Se tomaron 0,5 ml de cada filtrado.

efectuar la reaccion de color

Cada alicuota de filtrado se colocé en los tubos de colorimetria correspondientes, para

Tubos de colorimetria C-1 C-2 C-3 C-14 C-5 C-6
Muestra (ml) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Rvo. cuprotartarico 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75

volumenes de arsenomolibdico (ml):

Se mezclé suavemente y se coloco en bafio maria hirviente durante 10 min.

Los tubos de colorimetria fueron enfriados con agua corriente y se agregaron los siguientes

Rvo. arsenomolibdico (ml)

0,75

0,75

0,75

0,75

0,75

0,75

H20 (d)

3,0

3,0

3,0

3,0

3,0

3,0

Se mezclaron enérgicamente los volimenes de los tubos de colorimetria y se determind la

absorbancia a 620 nm del complejo formado, utilizando como blanco el tubo N° 1.
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Resultados

Con los datos obtenidos se graficd la absorbancia determinada en relacion con la

concentracién de glucosa utilizada, obteniéndose una recta que pasa por el origen.

Cuando por el efecto de la invertasa sobre sacarosa, se produce una cierta cantidad

desconocida de azUcar reductor, ésta puede estimarse por medio de la interpolacién en una

curva de calibracion.

Teniendo en cuenta las concentraciones finales de glucosa agregada y los valores de

absorbancia obtenidos, se confeccion6 la siguiente tabla:

Tubo N° 1 2 3 4 5 6
Glucosa (umoles) 0 0,6 1,2 1.8 2,4 3,0
Absorbancia 0 0,141 0,274 0,324 0,489 0,613

En funcion de graficar los datos de la tabla anterior, se obtiene la siguiente recta con su

correspondiente ecuacion:

2024

0,7
0,6
0,5
0,4

0,3

Absorbancia

0,2

0,1

Curva de Calibracion

=0,2025
>

1 1,5 2

Hmoles Glucosa

2,5

3,5
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TRABAJO PRACTICO DE AULA N° 2: TRANSPORTE ELECTRONICO MITOCONDRIAL.
FOSFORILACION OXIDATIVA

Objetivos de aprendizaje

o Describir el transporte de electrones a través de aceptores que experimentan cambios
reversibles en su estado redox.

e Explicar los mecanismos de transformacion de energia redox en energia quimica en forma
de ATP: fosforilacion oxidativa.

e Interpretar la accion de inhibidores y desacoplantes sobre el transporte electrénico.

Introduccién tedrica

En los organismos aerdbicos, las oxidaciones de sustancias provistas por los alimentos
constituyen la principal fuente de energia utilizable para efectuar trabajo celular (sintesis
quimicas, transporte activo a través de membranas, locomocion, etc.).

En los organismos vivos, comunmente las oxidaciones no se realizan por transferencia
directa al oxigeno de los electrones provenientes de los sustratos, sino que se efectian en
etapas sucesivas a través de distintos aceptores de electrones de potencial de reduccién
creciente. De esta manera, la energia es liberada en forma fraccionada y puede ser captada
y utilizada por las células.

Los aceptores de equivalentes de reduccion antes mencionados forman complejos con
enzimas que catalizan la transferencia de electrones (e’), y se encuentran ubicados en la
membrana mitocondrial interna, ordenados en un gradiente de potencial de reduccién
creciente. Este conjunto de complejos recibe el nombre de cadena respiratoria 0 cadena de
transporte electrénico.

En las primeras etapas del transporte electrénico se transfieren juntos dos protones y
dos electrones del par de hidrégenos cedidos por un sustrato oxidado. Luego los protones
guedan en el medio y sélo los electrones continan su pasaje de un aceptor a otro hasta el
aceptor final que es el oxigeno.

En la matriz mitocondrial se encuentran las enzimas deshidrogenasas ligadas a NAD
gue oxidan sus sustratos generando NADH + H*, los equivalentes de reducciéon (H + e’) son
cedidos por la coenzima a la cadena respiratoria, ésta Ultima integrada por los siguientes
componentes:

a) NADH-ubiquinona reductasa (complejo |): contiene flavina mononucleétido (FMN) y

5 a 8 centros ferrosulfurados. Los equivalentes de reduccion de NADH son captados por la
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coenzima FMN que se convierte en FMNH,, a continuacion, pasan e sucesivamente por los
atomos de Fe " de los centros Fe-S, que captan reversiblemente e". Finalmente, los H* y e
son cedidos a la coenzima Q. Durante el pasaje sucesivo de los e, se reoxidan el FMNH; y
los &tomos de hierro de las proteinas Fe-S y se reduce la CoQ a CoQHoa.

b) Succinato-ubiquinona reductasa (complejo Il): Este complejo utiliza como coenzima
flavina adenina dinucleétido (FAD) y posee 3 centros Fe-S. Recibe dos equivalentes de
reduccion del succinato y los trasfiere a la Coenzima Q.

c) Coenzima Q o ubiquinona: Este es el Unico aceptor del sistema de transporte
electronico no unido a proteinas. Su larga cadena isoprenoide hidrofoba, le permite alojarse
en la bicapa lipidica de la membrana y actuar en ella como un portador mévil de e". Recibe
equivalentes de reduccibn que proceden tanto de sustratos oxidados por enzimas
dependientes de NAD y transferidos a través del complejo NADH-ubiquinona reductasa, como
también de sustratos oxidados por enzimas ligadas a FAD. La CoQH: cede dos e al complejo
ubiguinona-citocromo reductasa y deja dos protones libres en el medio.

d) Ubiquinona-citocromo c reductasa (complejo IIl): contiene los citocromos bses, bssz,
C1 Y un centro Fe-S. Los citocromos son hemoproteinas en las cuales el Fe del hemo capta
reversiblemente un electrén. Desde la ubiquinona-citocromo reductasa, los e son transferidos
al citocromo c.

e) Citocromo c: es una hemoproteina ubicada sobre la cara exterior de la membrana
interna mitocondrial y entrega electrones al complejo citocromo oxidasa.

f) Citocromo oxidasa (complejo IV): posee dos citocromos (a y as) y dos atomos de Cu.
Transfiere electrones al O,. Una molécula de oxigeno capta 4 e" y se activa, uniéndose a 4H*
para dar dos moléculas de H-0.

En las figuras 2.1 y 2.2, se ilustran los componentes de la cadena de la cadena
respiratoria.

En la etapa final de la cadena respiratoria, una molécula de oxigeno es reducida
totalmente por 4 e, la reduccion parcial da lugar a la formacién de anién superoxido (O2) o
peroxido de hidrogeno (H20.), los cuales son téxicos. La interaccién entre O, y H,O, forma
radicales hidroxilo (HO’), altamente activos. Los niveles de H»O, y radicales libres se
mantienen muy bajos en los tejidos gracias a sistemas de defensa: enzimas como superoxido
dismutasa, catalasa y peroxidasas (la primera cataliza la eliminacion de O, y las demas de
H.0;). Ademas de sistemas enzimaticos existen sustancias antioxidantes como el tocoferol o

vitamina E y los carotenos (provitamina A).
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Figura 2.1.

Transporte de electrones a lo largo de la cadena respiratoria mitocondrial.

Complejo Il Complejo Il Complejo IV
Succinato-ubiquinona Ubiquinona-citocromo Citocromo ¢
reductasa c reductasa oxidasa
H* H* citocromo ¢ H*
ubiquinona ESPACIO
INTERMEMBRANAL

Membrana\
interna e ,
‘P g 7
NADH H' " 7 MATRIZ
Fumarato H H,0
Succinato
2H*+% 0,

Nota. Dependiendo de la deshidrogenasa, los electrones ingresan a la cadena respiratoria por
el complejo | o el ll, para luego ser transportados secuencialmente por la CoQ, el complejo I,
el citocromo c y el complejo 1V, hasta el aceptor final, el oxigeno. Tomado de Bioquimica.

Conceptos esenciales (p. 246), por Feduchi y cols., 2020, Panamericana.

Fosforilacion oxidativa

Una de las funciones principales de las mitocondrias es la de transformar la energia
de 6xido-reducciéon que se obtiene al degradar los alimentos, en energia quimica de enlaces
de anhidrido de acido del ATP. La sintesis de ATP se realiza en condiciones aeroébicas,
principalmente durante la oxidacién completa de carbohidratos, 4cidos grasos y aminoacidos.
Los restos carbonados de estos compuestos ingresan al ciclo de Krebs, principalmente como
acetil-CoA y también como otros intermediarios, que al ser oxidados hasta CO, y H-0,
producen a través de deshidrogenasas, equivalentes de reduccion (hidrégenos y e’) que son
transportados a través de la cadena respiratoria hasta el O, para formar agua.

En la fosforilacion oxidativa se utiliza la energia liberada durante el trasporte
electrénico para la sintesis de ATP. En la figura 2.3, se presenta un esquema de la
denominada “hip6tesis quimiosmotica” que explica el mecanismo mediante el cual ocurre este
proceso: la energia del transporte electronico se utiliza para expulsar H* al exterior de la matriz
mitocondrial, formandose un gradiente de concentracién y eléctrico. Cuando los H* retornan
a la matriz mitocondrial, solamente lo pueden hacer a través de la fracciéon Fo del complejo
F1-Fo (ATP sintasa), debido a que la membrana mitocondrial interna es impermeable a estos
iones. Dos protones ingresan a través de la proteina Fo que provee un canal idnico a través
de la bicapa lipidica y al llegar a la fraccion F1, se activa la ATP sintasa catalizando la sintesis

de ATP a partir de ADP y fosfato inorganico (Pi).
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Figura 2.2.

Esquema de los componentes de la cadena de transporte electrénico mitocondrial.
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Figura 2.3.
Estructura de la ATP sintasa, del translocador ATP/ADP y el simporter Pi/H".

Nota. La sintesis de ATP es enzimaticamente catalizada por la ATP sintasa, que necesita de
los sustratos que ingresan a la matriz mitocondrial gracias a simporter Pi/H+ y al translocador
ATP/ADP. Tomado de Bioquimica. Conceptos esenciales (p. 249), por Feduchi y cols., 2020,

Panamericana.

Relacion fésforo/oxigeno (P/O)

La relacion P/O se refiere al numero de moléculas de ATP sintetizadas por moléculas
de oxigeno consumido. Esta relacion surge a partir de experimentos en los cuales se media
el consumo de oxigeno y fésforo inorganico (Pi) por parte de mitocondrias en presencia de
diferentes sustratos oxidables.

Cuando los sustratos utilizados son oxidados por deshidrogenasas NAD dependientes
(ej.: malato), se estimé que la relacién entre moléculas de fosfato y atomos consumidos (P/O)
es igual a tres. Esto indicaria que, por cada par de hidrogenos o electrones transferidos a lo
largo de la cadena de transporte de electrones, se unen tres moléculas de Pi a tres de ADP.
En otras palabras, el flujo de un par de electrones permitiria la sintesis de tres moléculas de
ATP.

Cuando se utilizaban sustratos oxidables por deshidrogenasas flavina dependientes
(ej.: succinato), la relacién P/O era igual a dos. La produccion de ATP seria de dos moléculas
por cada par de electrones transferidos.
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Estas observaciones indicaban que uno de los sitios de produccién de ATP estaba
asociado a la NADH-ubiquinona reductasa, pues cuando los equivalentes de reduccion

ingresaban por otra via (FAD — CoQ), el rendimiento era menor en un ATP.

Inhibidores del transporte electrénico y/o de la sintesis de ATP

Algunos agentes actian inhibiendo la transferencia de electrones v,
consecuentemente impidiendo la sintesis de ATP, debido a que el proceso de fosforilacién
oxidativa se encuentra acoplado al transporte de electrones a lo largo de la cadena
respiratoria. En la tabla 2.1 se brindan algunos ejemplos y el modo de accion de este tipo de

sustancias.

Tabla 2.1.

Inhibidores del transporte de electrones a lo largo de la cadena respiratoria

Compuesto Comentario Modo de Accidn
Rotenona Insecticida Impiden la transferencia electronica
Amital Barbitdrico: induce el suefio desde Fe-S a la CoQ
Antimicina A Antibiotico Bloquea la transferencia electronica

desde cit. b a cit. c;

Cianuro

L . Inhiben la citocromo oxidasa
Monodxido de

carbono

A diferencia de los inhibidores del transporte de electrones, otros inhibidores bloquean
directamente la fosforilacion, pero al estar el sistema fuertemente acoplado, el transporte de

electrones eventualmente se bloquea.

Tabla 2.2.

Inhibidores de la sintesis de ATP.

Compuesto Comentario Modo de accién

Oligomicina Antibiotico Bloquea el flujo de protones a través de

la subunidad Fode la ATP sintasa.
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Desacoplantes

Los desacoplantes son compuestos que desconectan el acoplamiento que existe entre
el transporte electrénico y la fosforilacién oxidativa, impidiendo la sintesis de ATP, pero sin
inhibir el flujo de electrones hacia el O,. Ejemplo: 2,4-dinitrofenol.

Estos agentes son sustancias liposolubles que disminuyen el gradiente de protones
formado por el transporte electronico, haciendo ingresar protones a la matriz mitocondrial a
través de la membrana interna, comportandose como ionéforos o transportadores de protones

disipando la fuerza motriz - proténica y de esta manera, inhiben la sintesis de ATP.
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PROBLEMAS DE APLICACION
1) Teniendo en consideracion los componentes de la cadena respiratoria y la siguiente

representacion del transporte electronico mitocondrial, identifique cuatro errores deliberados.
Justifique la correccién sugerida:

Succinato-. -~ FAD w Vad NADH - - CoQ - 7 citb Fe* -
\/ \ \/ / \
Y \ \ \
,'\\ "‘\. /) \ ,“\. ‘_,f‘
Fumarato « s FADH, - "~ NAD* H*'«4" "~ CoQH, =/ "= citb Fe** &
Fe® .  wcitcFe*.  .citalFe™ P H,0
Y i} y
“ \ I.I .“
\, S _citcFe* o/ P
IO £ WicaiFer 7 O
1)
Il
1)
IV)

2) El consumo de O; fue medido en tres vasos de Warburg que contenian los compuestos
indicados en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3.

Componentes agregados en el vaso de Warburg para la experiencia de interés

VASO A VASO B VASO C
Mitocondrias de higado de rata idem A idemAyB
21 pumoles de a-cetoglutarato + Hexoquinasa de levadura + 2,4-dinitrofenol
30 umoles de fosfato + 35 umoles de glucosa

ADP, citocromo ¢ y MgSOa

A partir de las mediciones, se graficaron las siguientes curvas con los resultados
indicados. Explique la variacién del consumo de O, en funcién del tiempo observada en cada
una de las curvas graficadas, de acuerdo a los componentes agregados en cada vaso de
Warburg.
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Consumo de O M
(mm”)
c
150
B
100
A
50
5 10 15 20 tiempo (nun)

3) Un laboratorio farmacéutico envia dos compuestos (A y B) para caracterizarlos. Para ello,
se utiliza una suspension de mitocondrias de higado incubadas en un oximetro con piruvato,
ADP y Pi. Ademés, se determina la concentracion de ATP sintetizado. Los resultados
obtenidos se grafican a continuacion:

Se adiciona
Se adiciona B

l

Consumo de O,
opezi}ajuls 41V

Tiempo (s)

a) Describa los resultados obtenidos cuando se agrega A y luego el compuesto B.
b) ¢Como clasificaria estos compuestos teniendo en cuenta su modo de accion en el

transporte de electrones y en la fosforilacion oxidativa?

4) Cuatro transportadores: a, b, ¢ y d, cuyas formas reducidas y oxidadas pueden ser
distinguidas espectrofotométricamente, se requieren para la respiracion en un sistema de
transporte de electrones bacteriano. En presencia de sustrato y oxigeno, tres inhibidores
diferentes bloguean la respiracién, obteniéndose los patrones de los estados de oxidacion que

aparecen en la Tabla. ¢Cudl es el orden de los transportadores en la cadena desde los
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sustratos hasta el oxigeno? Considerar que los inhibidores son agregados de manera
independiente.

Tabla 2.4.
Efecto de los inhibidores sobre los niveles de oxidacién de los transportadores en una via
hipotética de transporte de electrones (+ y - indican las formas totalmente oxidadas vy

reducidas, respectivamente).

Inhibidor a b c d
1 + + - +
2 - - - +
3 + - - +

5) Considerando el translocador mitocondrial ADP-ATP y el simporter Pi-H. Explique cémo la
actividad de estos dos transportadores afecta el gradiente electroquimico a través de la

membrana mitocondrial.

6) El siguiente grafico muestra el trazado obtenido en un oxigrafo al incubar particulas
submitocondriales a 30°C y a pH 7,5. De acuerdo al mismo, caracterice cada uno de los
compuestos agregados secuencialmente (B, C, E, F, G, H). Justifique brevemente el efecto

de cada compuesto sobre la velocidad de consumo de Oy la fosforilacion oxidativa.

B: ADP + Pi u Oligomicina F: Malonato o Succinato
C: Rotenona o Antimicina G: Malonato o Succinato
H: CN" o Amital E: 2,4-DNF o CN-

Concentracion

de O2

D: Succinato

H

tiempo
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GUIA DE ESTUDIO

Transporte electrénico

Localizacion de las enzimas. Deshidrogenasas nicotinamida-dependientes y flavina-
dependientes, ubiquinona, citocromos. Clases de enzimas y transportadores. Complejos.

. ¢, Cdmo estan ubicados respecto al valor de su potencial de reduccién? ¢A qué nivel de la
cadena actlan los inhibidores? ¢ En qué estado redox (oxidado o reducido) se encuentran los

intermediarios cuando actlan los inhibidores?

Centros de conservacion de la energia para la fosforilacién oxidativa. Fosforilacion

oxidativa

- ¢ Dbénde estan ubicados los centros proveedores de energia para la fosforilacion?

- Hip6tesis quimiosmatica.

Accion de inhibidores y desacoplantes

¢Cbomo actlan las sustancias desacoplantes, los inhibidores del transporte y los ion6foros?
Ejemplos de cada uno de ellos.

. En presencia de un desacoplante ¢qué ocurriria respecto a: la concentracion de Pi, la
velocidad de oxidacién, transporte de electrones, producciéon de calor, concentracion de ADP
mitocondrial, relaciéon P/O?

. Cuando un sustrato es oxidado por una deshidrogenasa que posee FAD como grupo
prostético ¢ Cémo es la relacion P/O en ausencia de inhibidores, en presencia de cada uno de
los inhibidores conocidos por separado o en presencia de desacoplantes?

¢, Qué ocurriria si en el caso anterior el sustrato es oxidado por una deshidrogenasa que

posee NAD como coenzima?
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TRABAJO PRACTICO DE LABORATORIO N° 2: TRANSPORTE ELECTRONICO
MITOCONDRIAL

Objetivos de aprendizaje

e Demostrar experimentalmente el transporte electrénico en una muestra de tejido animal,
utilizando un aceptor/dador de electrones artificial, de potencial de Oxido-reduccion
conocido.

e Comprobar empiricamente la inhibicibn competitiva de la enzima succinato

deshidrogenasa.

Introduccién tedrica

En este trabajo de laboratorio se estudiara el funcionamiento de una porcién de la
cadena respiratoria, utilizando succinato como sustrato y azul de metileno como indicador.
También en esta experiencia se verificara el efecto inhibitorio del malonato sobre una porcién
de la cadena respiratoria.

Existen algunas sustancias organicas no fisiolégicas como el azul de metileno, que
pueden intercalarse en la secuencia de reacciones de la cadena respiratoria, aceptando los
electrones provenientes de la oxidacion del sustrato. Estas sustancias han sido de enorme
utilidad para estudiar la organizacién de la cadena respiratoria.

El azul de metileno es una sustancia auto-oxidante, es decir, puede ser oxidada
directamente por el oxigeno molecular adquiriendo, en este caso, un color azul intenso. Al
reducirse por captacion de hidrégeno, el azul de metileno se decolora.

Aprovechando esta caracteristica del azul de metileno, cuyo potencial de 6xido
reduccioén (E°) es + 0,01 v, es posible estudiar la oxidacién del &cido succinico a acido fumarico
(E° =- 0,030), reemplazando a la CoQ como aceptor de electrones por el azul de metileno. La
velocidad de decoloracion del azul de metileno proporciona una indicacion de la actividad de
la enzima succinico deshidrogenasa (utiliza FAD como grupo prostético) que cataliza la
reaccion. La accién de inhibidores sobre esta enzima puede estudiarse comparando el tiempo
de decoloracion del azul de metileno con el tiempo de decoloracién habitual, en ausencia del
inhibidor.

Materiales y métodos

Obtencién del extracto enziméatico
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En este TPL, utilizaremos corazén fresco vacuno para obtener un homogenato en cuyo
sobrenadante se encuentran entre otras, las enzimas de la cadena de transporte electrénico.
En este sentido, se pesan 32 g del 6rgano, se corta en trozos pequefios y se homogeniza en
una licuadora fria junto con 80 ml de buffer fosfato, pH 7,4. Este preparado se centrifuga
durante 10 min a 4000 r.p.m. y se reserva el sobrenadante en hielo para la realizacion de la
experiencia.

Demostracién del funcionamiento de una porcion de la cadena respiratoria

Para demostrar el funcionamiento de una porcién de la cadena respiratoria,
ensayaremos el transporte electrénico mitocondrial a través de la captacion de hidrogenos por
el azul de metileno y la inhibicion de la succinato deshidrogenasa utilizando malonato de sodio.
Para ello, utilizaremos los siguientes reactivos:

e Succinato de sodio 0,1 M e Malonato de sodio 0,03 M
e Azul de metileno 0,001 M (diluido 1/100) ¢ Vaselina liquida
e Buffer fosfato pH 7,4

El extracto enzimatico, obtenido como se describid mas arriba, contiene la enzima

succinato deshidrogenasa.
Actividades a desarrollar

En la mesada de trabajo Usted encontrara todo el material y reactivos necesarios para
la experiencia. Ordene y rotule los tubos de acuerdo a la siguiente tabla y agregue los

correspondientes reactivos, considerando las instrucciones “antes de agregar la enzima”.

TUBO 1 2 3 4 5
Succinato de sodio (ml) 09  ---- 0,9 0,9 0,9
Buffer pH 7,4 (ml) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Malonato de sodio (ml) 0,3
Agua destilada (ml) 2,1 2,0 0,8 11 11
Azul de metileno (ml) 0,5 0,5 05 05 0,5
Succinato deshidrogenasa (extracto enzimatico)  ---- 1,0 1,0 1,0 1,0

*ANTES DE AGREGAR LA ENZIMA LEER LAS SIGUIENTES INSTRUCCIONES
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Tubo N° 2: agregar la cantidad de enzima que se indica. Mezclar por inversién y colocar
suavemente 1,0 ml de vaselina liquida. Tapar enseguida, con un tapén de goma y dejarlo en
reposo. Proceder de la misma forma con el resto de los tubos.

Tubo N° 5: agregar la cantidad de enzima que se indica. Mezclar por inversion. NO se le
agrega vaselina ni se lo tapa. Al decolorarse el tubo N° 5, agitelo y observe.

Después de decolorarse el tubo N° 4 y habiéndose constatado la inhibicion en el tubo N° 3,
agregar a éste, 0,9 ml de succinato de sodio para comprobar la inhibicibn competitiva con
malonato de sodio.

Resultados y andlisis de los resultados obtenidos

a) Registre el tiempo que demora en decolorarse el azul de metileno en cada tubo.
b) Teniendo en cuenta la decoloracion o no del azul de metileno en cada uno de los tubos,
fundamente los resultados obtenidos. Considere las recomendaciones “antes de agregar la

enzima” para deducir el efecto de cada una de estas sugerencias con los resultados obtenidos.

Conclusiones del TPL

-De acuerdo a los resultados obtenidos, cémo ordenaria los componentes de la porcion de la
cadena de transporte electronico estudiada, incluyendo el azul de metileno. ¢En qué se
basaria para realizar dicho ordenamiento?

- ¢Como demostré el efecto inhibitorio competitivo de malonato? ¢Qué efectos generales
ejercen los inhibidores de la cadena de transporte de electrones sobre el transporte de

equivalentes de reduccion y la fosforilacion oxidativa?
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TRABAJO PRACTICO DE AULA N°3: METABOLISMO DE HIDRATOS DE
CARBONO: VIA GLICOLITICA. CICLO DE KREBS

Objetivos de aprendizaje

o Diferenciar y describir los procesos de digestion, absorcion y metabolizacién de
carbohidratos en vertebrados.

e Describir y analizar las reacciones enzimaticas implicadas en la via glicolitica.

¢ Identificar y explicar los mecanismos que regulan la velocidad de la glucdlisis.

e Analizar las reacciones enziméticas que ocurren en el ciclo de Krebs y la regulacién de
este ciclo metabdlico.

¢ I|dentificar las conexiones del ciclo de Krebs con otras rutas metabdlicas.

METABOLISMO DE HIDRATOS DE CARBONO. DIGESTION Y ABSORCION DE
CARBOHIDRATOS

Introduccién tebrica

El metabolismo es el conjunto de todas las reacciones quimicas que tienen lugar en
las células y tejidos de los seres vivientes. Las reacciones del proceso de digestion, previo a
la absorcion de nutrientes en el tracto gastrointestinal, son consideradas reacciones pre-
metabolicas.

Para su estudio y comprension, es posible dividir el metabolismo celular en procesos
catabolicos y anabdlicos. Los procesos catabodlicos o el catabolismo, constituyen la fase de
degradacion del metabolismo, en la cual las moléculas organicas nutrientes se convierten en
productos mas pequefios y sencillos. Durante el catabolismo se produce energia libre, parte
de la cual se conserva como ATP. Es un proceso que tiene naturaleza oxidativa, siendo el
NAD* (NAD oxidado) el principal agente aceptor de equivalentes de reduccién. En general,
las vias catabdlicas son rutas enzimaticas convergentes, donde a partir de distintos nutrientes
se genera un intermediario comun que termina oxidandose por completo a CO, y H,O. Un
ejemplo de lo mencionado se observa en la figura 3.1, en la que se indica que los
carbohidratos, los &cidos grasos o los aminoacidos se convierten en acetil-CoA y este
intermediario es oxidado completamente a CO. y H,O en el ciclo de Krebs, generandose poder

reductor que es utilizado para la sintesis de ATP (fosforilacion oxidativa).

2024 -55-



Guia de Trabajos Préacticos de Quimica Bioldgica para Lic. En Biologia Molecular

Figura 3.1.

Esquema de procesos catabdlicos.

Carbohidratos
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Nota. Distintos macronutrientes organicos son degradados mediante reacciones enzimaticas
(vias catabdlicas), que convergen para formar un producto comuin que luego es oxidado
completamente a dioxido de carbono y agua. Durante estas reacciones se generan coenzimas

oxidadas que permiten la sintesis de ATP.

Por otra parte, el anabolismo es la fase de biosintesis del metabolismo, en la cual
precursores sencillos y pequefios se integran a moléculas mas grandes. Un ejemplo es la
obtencion de polisacaridos a partir de glucosa. Son procesos o transformaciones
endergoénicas que utilizan ATP y liberan ADP + Pi.

Los procesos metabdlicos de degradacion (catabolismo) y de sintesis (anabolismo) se
encuentran en equilibrio dindmico. En los mamiferos, como el hombre, existe una oscilacion
diaria entre ambos procesos:

Anabolismo: periodo de “riqueza”: se almacena glucosa en forma de glucégeno (animales) o
almidon (vegetales); acidos grasos como triglicéridos y lipidos complejos.
Catabolismo: periodo de movilizacion. Degradacion de las reservas de carbohidratos o acidos
grasos. Ejemplo: via glicolitica y ciclo de Krebs (oxidacion de la glucosa).

Los hidratos de carbono susceptibles de ser degradados por los microorganismos,
plantas y animales, son numerosos y variados. En los microorganismos el almidén y la
celulosa no pueden penetrar en la célula y son escindidos por exoenzimas, enzimas
hidroliticas excretadas por los microorganismos al medio. En los vertebrados, los hidratos de
carbono méas frecuentemente ingeridos con la dieta son glucégeno, almidén, sacarosa,
lactosa, glucosa y fructosa. El proceso de digestion de los polisacaridos (etapa pre-
metabdlica) comienza en la boca por accién de amilasa salival o ptialina, una endoenzima,
que actua hidrolizando las uniones a-1,4-glicosidicas, separando restos de maltosa. Una vez
que el bolo alimenticio llega al estbmago, el pH &cido del mismo inactiva la enzima, por lo que
su accion es muy breve. Por accion del jugo géastrico que segrega el estomago, el bolo
alimenticio se transforma en quimo (liquido espeso y &cido), que luego llega al duodeno. A

través del conducto pancreatico, la amilasa pancreética alcanza la luz del intestino y alli
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cataliza la hidrdlisis de las uniones a-1,4-glicosidicas de los polisacaridos, que son digeridos
completamente en presencia de la a-1,6-glucosidasa. Los productos finales de la actividad de
estas enzimas son maltosas, maltotriosas y dextrinas limites, que, a su vez, son hidrolizados
hasta glucosa libre por accién de enzimas del borde en cepillo de la mucosa intestinal. Por
ejemplo, la isomaltasa cataliza la hidrélisis de uniones a-1,6 de la dextrina limite y a-1,4-en
maltosa. Sobre los disacaridos actian diferentes disacaridasas (figura 3.2): maltasa,

sacarasa, lactasa.

Figura 3.2.
Esquema de las reacciones catalizadas por disacaridasas intestinales.
Maltasa
Maltosa + H,O D-Glucosa + D-Glucosa
Lactasa
Lactosa + H,0 D-Glucosa + D-Galactosa
Sacarasa
Sacarosa + H,0 D-Glucosa + D-Fructosa

Nota. Las disacaridasas son enzimas que se encuentran en las células del borde de cepillo y
catalizan la hidrdlisis de los disacaridos como maltosa, lactosa y sacarosa, para originar como

productos los correspondientes monosacaridos.

Los unicos carbohidratos absorbidos por las células de la mucosa intestinal son los
monosacaridos. La glucosa y la galactosa comparten el mismo sistema de transporte en la
membrana del borde en cepillo. Este sistema es llamado SGLT1, un transportador activo
secundario dependiente de Na*. Este sistema, esquematizado en la figura 3.3, es impulsado
por el gradiente de Na* creado por la Na*, K*- ATPasa situada en la membrana basolateral de

los enterocitos.
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Figura 3.3.
Mecanismo de absorcion de glucosa en células del epitelio intestinal.
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Una vez que los monosacaridos son absorbidos en la mucosa intestinal, a través de la
circulaciéon portal alcanzan primero al higado, y finalmente, se distribuyen a través de la
circulacion general hacia el resto de los 6rganos y tejidos. Todos los tejidos reciben un aporte
continuo de glucosa que es metabolizada a través de diferentes vias. La entrada de los
monosacaridos al interior de las células de los diferentes tejidos ocurre mediante difusion
facilitada, gracias a la presencia de transportadores.

Los transportadores celulares de glucosa, constituyen una superfamilia de proteinas
integrales de membrana que se designan con las siglas GLUT (del inglés: glucose
transporters). Los GLUTs poseen una distribucion tisular selectiva (tabla 3.1), aunque algunos
tejidos poseen mas de una clase de ellos. Por otra parte, los diferentes GLUTs poseen una
afinidad diferencial por la glucosa. Por lo anterior, de acuerdo a su afinidad por la glucosa, es
posible ordenar los cinco primeros transportadores de la siguiente manera: GLUT-4 > GLUT-
3> GLUT-1 > GLUT-2.
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Tabla 3.1.

Distribucion tisular de algunos de los glucotransportadores.

Transportador

Localizacioén tisular

Funcién

GLUT-1

Presentes en las membranas
plasmaticas de casi todas las células
fetales. En adultos se encuentran en
eritrocitos, fibroblastos, cerebro, tejido
adiposo, etc.

Transporte basal de glucosa a las células
con una velocidad relativamente constante.

GLUT-2

Membrana basolateral de células
intestinales y renales. Higado y células
B del pancreas.

Es el transportador con menor afinidad por
glucosa. Sélo estan activos cuando los
niveles de glucosa son elevados. También
permiten el transporte de galactosa y
fructosa.

GLUT-3

Cerebro y nervios periféricos

Tiene elevada afinidad por glucosa, de
manera que asegura una provision
continua de glucosa, sin ser afectado por
las variaciones de la glucemia.

GLUT-4

Musculo esquelético, cardiaco y tejido
adiposo

Transportador de mayor afinidad por
glucosa y su expresion en la membrana
celular es dependiente de insulina. De este
modo, insulina estimula la captacién de
glucosa por el masculo y células del tejido
adiposo.

GLUT-5

Membrana apical y basolateral de
enterocitos. Bajos niveles de este
transportador también se encuentran
en eritrocitos, rifidn, espermatozoides,
musculo esquelético y tejido adiposo.

Permite la absorcién de fructosa a nivel
intestinal.

VIA GLICOLITICA

Introduccién tebrica

La glucosa es el principal combustible de la mayor parte de los organismos. Es un

compuesto rico en energia y puede ser movilizado rdpidamente desde las reservas (almidén

o glucégeno) cuando el organismo sufre demandas de energia.

La via glicolitica o glucdlisis es la ruta principal del catabolismo de la glucosa, y se lleva

a cabo en plantas, animales y en la mayoria de los microorganismos. Este mecanismo

metabdlico proveedor de energia es evolutivamente el mas antiguo. Algunas levaduras,

microorganismos anaeroébicos, células que carecen mitocondrias (como los eritrocitos) y el
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musculo en contraccion durante el ejercicio intenso, dependen totalmente de esta via para
obtener energia.

Durante la glucdlisis, una molécula de glucosa de seis &tomos de carbono, se degrada
enzimaticamente a través de una secuencia de reacciones para dar dos moléculas de
piruvato, con tres atomos de carbono cada una. Durante estas reacciones enzimaticas, gran
parte de la energia liberada se conserva en forma de ATP (figura 3.4). La secuencia de
reacciones se ha conservado y son similares en vertebrados, levaduras y vegetales, sélo
difiere de una especie a otra en algun detalle de regulacion y el destino posterior del piruvato.
La glucdlisis se produce en el citoplasma celular. Las cinco primeras reacciones constituyen
la fase preparatoria, donde se fosforila la glucosa y se incorporan a la via las cadenas
carbonadas de otros monosacaridos. En la fase de generacion de energia o beneficio, se
producen etapas de 6xido-reduccion y se conserva la energia en forma de ATP.

Todos los intermediarios estan fosforilados y, por consiguiente, ionizados a pH 7, lo
gue les confiere carga negativa. Como las membranas celulares son generalmente
impermeables a las moléculas con carga eléctrica, los intermediarios glicoliticos no pueden
salir de la célula. La glucosa puede ingresar a la célula, y el lactato y el piruvato pueden salir
de ella, gracias a sistemas de transporte especificos que permiten estos pasajes. Los grupos
fosfatos son compuestos esenciales en la conservaciéon de la energia metabdlica, ya que en
altimo término son transferidos al ADP para dar ATP, ademas estos grupos quimicos sirven
de unién para el acoplamiento adecuado de los intermediarios glicoliticos a los sitios activos
de las enzimas correspondientes. Una caracteristica importante de casi todas las enzimas de

esta via es que requieren magnesio (Mg*?) para su actividad.
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Figura 3.4.

Reacciones enziméticas implicadas en la via glicolitica y en el ingreso de diferentes

carbohidratos a esta via metabodlica.
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Destino del piruvato y del NADH producido en la via glicolitica

El piruvato generado como producto final de la glucdélisis es destinado a tres rutas
importantes, dependiendo de las condiciones de oxigeno en el medio y del tipo celular en el
cual ocurre esta via metabdlica (figura 3.5). En aerobiosis (presencia de oxigeno), el piruvato
ingresa en las mitocondrias siendo oxidado alli en una primera instancia a acetil-CoA
(descarboxilacion oxidativa del piruvato), y finalmente a CO. y H,O (ciclo de Krebs). En
condiciones de anaerobiosis (ausencia de oxigeno) y dependiendo del tipo celular, el piruvato
es reducido a lactato (musculo esquelético, bacterias &cido lacticas, eritrocitos) o etanol

(levaduras), mediante procesos conocidos como fermentaciones.

Figura 3.5.
Destinos metabdlicos del piruvato.
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Nota. Adaptado de Bioquimica. Conceptos esenciales (p. 227), por Feduchi y cols., 2020,

Panamericana.

En condiciones aerbbicas, los equivalentes de reduccion del NADH+H*, que se
generan en el citosol a partir de la glicdlisis, son translocados al interior de las mitocondrias
para reoxidar el NADH, lo cual permite que la via pueda proseguir, y también, ceder dichos

equivalentes a la cadena de transporte electrénico para obtener energia en forma de ATP
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(fosforilacion oxidativa). La impermeabilidad de la membrana mitocondrial interna al NADH
exige que la translocacién de equivalentes de reduccion desde el citosol a la cadena de
transporte electrénico sea llevada a cabo por sistemas conmutadores localizados en la
membrana interna de las mitocondrias. Existen dos sistemas de translocacion principales: la
lanzadera del glicerol-fosfato, abundante en masculo esquelético y cerebro, y la lanzadera de
malato-aspartato, muy activo en higado, rifién y corazon.

En la lanzadera del glicerol-fosfato (figura 3.6), participa un intermediario de la via
glicolitica, la dihidroxiacetona fosfato. Este intermediario metabdlico recibe los equivalentes
de reduccién desde el NADH + H*, y se transforma en glicerol-3-fosfato, que ingresa al espacio
intermembrana mitocondrial. Alli, es oxidado por la accion de una enzima que utiliza FADH>
como cofactor. Posteriormente, el FADH,, cederd equivalentes de reduccion a la cadena

respiratoria.

Figura 3.6.
Lanzadera del glicerol-fosfato.
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Nota. Tomado de Bioquimica. Conceptos esenciales (p. 250), por Feduchi y cols., 2020,
Panamericana.

La lanzadera de malato aspartato es mas compleja que la del glicerol-fosfato (figura
3.7). En este caso, ocurre un intercambio de aminoé&cidos e intermediarios del ciclo de Krebs
entre el citoplasma y la mitocondria, con una transferencia neta de los equivalentes de

reduccion del NADH + H* citosélico a una molécula de NADH + H* mitocondrial.
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Figura 3.7.
Lanzadera de malato-aspartato.
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Nota. Adaptado de Bioquimica. Conceptos esenciales, por Feduchi y cols. (p. 251), 2020,

Panamericana.

Rutas de “alimentacion” que conducen desde glucégeno y otros carbohidratos a la via

glicolitica

Ademaés de la glucosa, otros carbohidratos se incorporan en ultimo término a la via
glicolitica para experimentar degradacion que rinde energia. Entre ellos, es posible mencionar:
fructosa, galactosa, trehalosa y manosa. Para la incorporacion de estos monosacéridos a la
glucdlisis, intervienen diferentes enzimas que catalizan reacciones en las que se forman
intermediarios de esta via metabdlica (figura 3.8). Asi, a partir de fructosa se genera fructosa-
6-fosfato (musculo) o gliceraldehido-3-fosfato (higado); galactosa se incorpora a la via
glicolitica como glucosa-1-fosfato, mientras que trehalosa y manosa, lo realizan como
glucosa-6-fosfato y fructosa-6-fosfato, respectivamente.
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Figura 3.8.
Incorporacion de distintos monosacaridos a la via glicolitica.
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Nota. Adaptado de Lehninger. Principios de Bioquimica, por Nelson & Cox (p. 543), 2018,

Omega.

Regulacion de la via glicolitica

Como en todas las rutas metabdlicas, la velocidad de la via glicolitica esta sujeta a

control, el cual se realiza en tres etapas en las que estan implicadas reacciones quimicas

irreversibles, catalizadas por enzimas alostéricas.

1° Punto de Control: a nivel de la hexoquinasa. La actividad de la enzima es regulada

por la concentracion de su principal producto,

negativamente su actividad.

la glucosa-6-fosfato, el cual modula

2° Punto de Control: a nivel de la fosfofructoquinasa, regulada por varios efectores.

Su actividad es incrementada por ADP, AMP, fructosa 2,6-bisfosfato (s6lo en higado) y es
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reducida por ATP, NADH+H?*, citrato y acidos grasos de cadena larga. Este es el principal
punto de control de la via glicolitica.

3° Punto de Control: a nivel de la enzima piruvato quinasa. Esta enzima posee como
modulador positivo a la fructosa-1,6- bisfosfato, mientras que ATP, acidos grasos y acetil-CoA
actian como moduladores negativos.

La regulacion de la via glicolitica explica el llamado “efecto Pasteur”, el cual esta
basado en la regulacion alostérica de las enzimas de la via, ejercida por los niveles de ciertos
metabolitos que reflejan el equilibrio entre la produccion y el consumo de ATP, adecuando de
este modo la actividad glicolitica a las necesidades energéticas celulares.

Balance energético de la oxidacion de glucosa

Cuando la via glicolitica tiene lugar en anaerobiosis, por cada molécula de glucosa
metabolizada, se consumen 2 moles de ATP en la fase de preparacion y se producen por
fosforilacion a nivel de sustrato 4 moles de ATP en la fase de beneficio. En consecuencia, el
balance final (rendimiento neto) es positivo, resultando en la formacién de dos moles de ATP

por cada mol de glucosa oxidada en la via.

Tabla 3.2.

Rendimiento energético de la via glicolitica

Gasto de ATP (mol de glucosa metabolizada)

Glucosa —— Glucosa-6-P -1 mol ATP

Fructosa-6-P ——— Fructosa-1,6-bisP -1 mol ATP

Produccion de ATP (mol de glucosa)

1,3-Bisfosfoglicerato —— 3-fosfoglicerato 2 mol ATP
Fosfoenolpiruvato  — Piruvato 2 mol ATP
Balance Total 2 mol de ATP

DESCARBOXILACION OXIDATIVA DEL PIRUVATO

El piruvato obtenido en la via glicolitica en el citosol, en condiciones aerébicas
ingresa a la matriz mitocondrial a través de un transportador de la membrana interna
de estas organelas, donde serd metabolizado a acetil-CoA por el complejo
multienzimatico denominado piruvato deshidrogenasa (figura 3.9). Este complejo esta

constituido por tres enzimas: piruvato descarboxilasa o E1, dihidrolipoil transacetilasa

2024 - 66 -



Guia de Trabajos Préacticos de Quimica Bioldgica para Lic. En Biologia Molecular

o E», y dihidrolipoil deshidrogenasa o Es, y requiere de cinco coenzimas: pirofosfato de tiamina,
acido lipoico, coenzima A, FAD y NAD.

El NADH+H*" generado en esta reaccion, transfiere los electrones a la cadena
respiratoria donde se reducen el oxigeno para formar agua. Acoplado a este proceso, se

obtienen 3 moles de ATP a partir de ADP y fosfato inorganico, mediante fosforilacion oxidativa.

Figura 3.9.
Reaccion de descarboxilacion del piruvato para la sintesis de acetil-coenzima A.

CHs £02  CH,
C = O % Pirofosfato de & O C 3 S COA
é O g O_ Acii:izn;ii;zico

NAD+Coenzima a-rao NADH + H*

CICLO DE KREBS

El ciclo de Krebs o ciclo de los acidos tricarboxilicos, es una secuencia de reacciones
gue constituye la ruta central comun para la degradacion de los restos carbonados que, en
forma de acetil-CoA, derivan del catabolismo de carbohidratos, acidos grasos y aminoacidos.
Estas secuencias de reacciones enziméticas ocurren en la matriz mitocondrial de organismos
aerdbicos, en donde todas las enzimas se encuentran libres, excepto la succinato
deshidrogenasa que esta unida a la cara interna de la membrana mitocondrial interna.

El ciclo se considera un sistema cerrado donde, a través de una secuencia de ocho
reacciones (figura 3.10), el acetil-CoA gque ingresa, se degrada hasta CO,. A partir de estas
reacciones enzimaticas se generan coenzimas reducidas cuyos equivalentes de reduccion
son cedidos a la cadena respiratoria a nivel de los complejos | (NADH+H*) o Il (FADHS>), con

la consecuente sintesis de ATP (fosforilacion oxidativa) y H-O.
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Figura 3.10.

Reacciones enzimaticas implicadas en el ciclo de Krebs.
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Nota. Los numeros designan las enzimas que catalizan las respectivas reacciones: 1= Citrato

Sintasa; 2= Aconitasa; 3= Isocitrato deshidrogenasa; 4= Alfa-cetoglutarato deshidrogenasa;
5= Succinato tioquinasa; 6= Succinato deshidrogenasa; 7= Fumarasa; 8= Malato
deshidrogenasa. Adaptado de Fundamentos de bioquimica. La vida a nivel molecular (p. 553),
por Voet y cols., 2016, John Wiley & Sons.

2024 - 68 -



Guia de Trabajos Préacticos de Quimica Bioldgica para Lic. En Biologia Molecular

Funcién anfibdlica del ciclo de Krebs

Si bien el ciclo de Krebs es una via catabolica donde se oxida acetil- CoA hasta CO,
varios de los intermediarios estan relacionados con otras vias metabdlicas pudiendo ser
utilizados en la sintesis de otros compuestos, en este caso el ciclo de Krebs aporta
precursores para distintos procesos anabdlicos (figura 3.11). Esta participacion del ciclo en
ambos procesos, catabdlicos y anabdlicos, permiten considerarlo como una via anfibodlica.

A medida que los intermediarios de este ciclo metabdlico son retirados para servir
como precursores biosintéticos son a su vez, repuestos mediante reacciones anapleréticas.
En circunstancias de homeostasis, las reacciones por las que los intermediarios del ciclo se
dirigen hacia otras vias y aquellas que permiten reponerlos se encuentran en equilibrio
dindmico. De esta manera, las concentraciones de los intermediarios del ciclo permanecen

practicamente constantes.

Figura 3.11.

Funciones anfibdlicas del ciclo de Krebs.
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Nota. Algunos intermediarios del ciclo de Krebs (indicados en naranja) pueden cumplir la
funcion de precursores de compuestos de diferentes rutas biosintéticas, indicados en color
azul. Por otro lado, intermediarios de este ciclo metabdlico pueden ser repuestos a traves de

reacciones anapleroticas sefaladas en lineas de color verde.
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Regulacion del ciclo de Krebs

El ciclo de Krebs es modulado indirectamente por el complejo multienzimatico de la
piruvato deshidrogenasa, ya que gracias a su actividad, se sintetiza acetil-CoA gue ingresa al
ciclo. La piruvato deshidrogenasa es regulada por modificacion covalente (fosforilacion
reversible) y por moduladores alostéricos (figura 3.12). En este sentido, ATP, acetil-CoA y
NADH actian como moduladores negativos, mientras que el complejo es estimulado por
insulina y el Ca*™ (este ultimo aumenta en el ejercicio muscular intenso y estimula a una

fosfatasa que actla sobre la piruvato deshidrogenasa).

Figura 3.12.

Regulacién del complejo de la piruvato deshidrogenasa.
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Nota. Modificado de Bioquimica. Conceptos esenciales (p. 229), por Feduchi y cols., 2020,

Panamericana.

La modulacién directa del ciclo de Krebs se lleva a cabo mediante regulacion alostérica
de tres enzimas (figura 3.13):
- Citrato sintasa, modulada negativamente por el ATP (aumenta el valor de la Km de la
enzima).
- Isocitrato deshidrogenasa. Activada por ADP, mientras que NADH y ATP actian como
moduladores negativos.
- Alfa-cetoglutarato deshidrogenasa, enzima regulada de forma anéloga al complejo piruvato

deshidrogenasa.
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Figura 3.13.

Regulacion del ciclo de Krebs.
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Nota. El ciclo de Krebs es regulado indirectamente por la disponibilidad de sustrato (piruvato)

y directamente, a través de la modulacion alostérica de las enzimas citrato sintasa, isocitrato

deshidrogenasa y a-cetoglutarato deshidrogenasa. Modificado de Biochemistry: Concepts and

Connections, por Appling y cols. (p. 465), 2016, Global edition.
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PROBLEMAS DE APLICACION

1) El gen del SGLT-1 se denomina SLC5-Al y fue aislado a partir de librerias de ADNc de
intestino delgado de conejo. Su trascripto es una proteina de 664 aminoacidos y 73KDa con
una estructura secundaria formada por 14 a-hélices cuyos extremos amino y carboxilo
terminales se encuentran en el espacio extracelular. En el ser humano este transportador se
expresa primariamente a nivel del ileon.

Considerando el mecanismo de absorcién de monosacaridos, responda:

a) ¢ Como actla el transportador SGLT-1 y la absorcion de qué monosacaridos permite?

b) ¢ Qué otros transportadores de monosacaridos conocen y en qué células/tejidos humanos

predominan?

2) La siguiente imagen corresponde a micrografias por fluorescencia con anticuerpos contra
un transportador de monosacéridos de un adipocito antes (A) y después (B) de la estimulacién

con insulina.

a) Describa el comportamiento del transportador de monosacaridos cuando el adipocito es
estimulado con insulina y cudl es la consecuencia de dicho comportamiento.

b) ¢ En qué situaciones fisioldgicas ocurriria este comportamiento?
3) Se incuba un cultivo primario de células hepéticas con glucosa marcada en el *C1 con las
enzimas glucoliticas y los cofactores y sustratos necesarios. ¢ Cual es la distribucién de #C

en el piruvato? Realice el mismo seguimiento con glucosa marcada en C2, C3, C4, C5y C6.

4) A varios medios de cultivo inoculados con levaduras se agregd glucosa en igual

concentracion. A los 3 min se determind la glucosa por el método de la glucosa oxidasa y los

2024 -72 -



Guia de Trabajos Préacticos de Quimica Bioldgica para Lic. En Biologia Molecular

resultados fueron aproximadamente de 0,8 g/l. Posteriormente se agreg6é a cada uno, en
forma individual, las sustancias que se detallan en la columna A y a los 30 min se determin6
glucosa obteniéndose los resultados indicados en la columna B.

Una con una flecha los datos de la columna B con la columna A segun lo esperado para el
consumo de azucar en cada condicién (explicar modo de accion de cada uno de los

compuestos de la columna A). La concentracidn de glucosa en el tubo testigo a los 30 min fue

0,20 g/l.
COLUMNA A COLUMNA B (glucosa g/l)
1- Nada (testigo) 0,75
2- AsO4* 0,20
3- NaF 0,20
4- AsO4* + PO 0,75
5- Citrato 0,75
6- lodoacetato 0,10

4) En dos tubos diferentes se incubaron extractos celulares de masculo de conejo (tubo A) y
de levaduras (tubo B) con fosfato y glucosa marcada isotépicamente con ** C en forma
uniforme, en un medio anaerdbico con azida sdédica (NaNs) a pH= 5y a 30° C. Las medidas
de radiactividad, en alicuotas iguales de medio, antes de agregar las células (t=0) y luego de

1h de incubacién se muestran en la siguiente tabla:

% de radiactividad

t (min)
Tubo A Tubo B
0 100 100
60 98 65

a) ¢Qué explicacién encuentra para estos resultados?
b) Construya una tabla con los valores tedricos de porcentaje de radiactividad que esperaria

encontrar si el experimento se realizara en idénticas condiciones, pero con 1- **C glucosa.

5) Sefiale la posicién del carbono isotépico en el &cido citrico, cuando se incuban los

siguientes compuestos marcados isotépicamente:

a) 3-'C —Piruvato b) 2-"C- Piruvato c¢) 5-"C- Fructosa-6-fosfato
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6) ¢ Cudl es el rendimiento en ATP cuando cada uno de los siguientes sustratos es oxidado
completamente a CO- por un homogenato celular? Suponga que la via glicolitica, el ciclo de
Krebs y la fosforilacion oxidativa son completamente activos.

a) Piruvato b) Lactato ¢) Fructosa-1,6-bisfosfato

GUIA DE ESTUDIO

Metabolismo de carbohidratos- Digestion y Absorcion

- Digestion de carbohidratos: principales formas de consumos de carbohidratos, 6rganos y
enzimas digestivas implicadas.

- Absorcién de monosacaridos en el tracto digestivo. Mecanismos de absorcion.

- Difusion facilitada: entrada de glucosa a las células del tejido muscular, adiposo, higado,
eritrocitos, cerebro. Familia de transportadores de glucosa.

Via glicolitica

- Esquema con ecuaciones quimicas de las reacciones, enzimas y cofactores.

- ¢ En qué lugar de la célula se encuentran las enzimas que catalizan las reacciones de la via
glicolitica?

- Accion de la hexoquinasa (isoenzimas I, Il y 1) y de la glucoquinasa (isoenzima V).
Diferencia en la afinidad por la glucosa (valores de Kmy Vm).

Estudio o andlisis de cada una de las reacciones.

- Accion de inhibidores: iodoacetato, fluoruro, arseniato.

- De acuerdo a las necesidades metabdlicas y energéticas de célula ¢,Cual es el destino de la
glucosa-6-fosfato?

- Producto final de la glicélisis anaerdbica (en levaduras y masculo en contraccion vigorosa),
y en aerobiosis. Efecto Pasteur. Rendimiento energético.

- Importancia de la regeneracion de NAD* en la reaccion catalizada por la lactato
deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa. Lanzadera del glicerol-fosfato.

- Balance energético de la glicolisis anaerébica.
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Destino del piruvato

- Descarboxilacion oxidativa del piruvato: complejo de la piruvato deshidrogenasa y regulacion

de la misma.

Ciclo de Krebs

- ¢En qué lugar de la célula se llevan a cabo las reacciones del ciclo de Krebs?

- Formular todas las reacciones del ciclo, nombrando las enzimas y coenzimas.

- En cada una de las reacciones de tipo redox que ocurren en este ciclo metabdlico, ¢qué
compuesto se oxida y cual se reduce?

- ¢, Cuantos moles de ATP se producen por degradacion de: acetil-CoA y piruvato?

- ¢, Cudl es el aceptor de electrones en cada reaccién de oxidacion que ocurre en el ciclo?

- ¢ Cudles son las enzimas que intervienen en la regulacién directa del ciclo de Krebs y cuéles
regulan esta via de manera indirecta?

- ¢ Qué intermediarios del ciclo pueden servir como precursores de otras vias metabdlicas?
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TRABAJO PRACTICO DE LABORATORIO N° 3: METABOLISMO DE LOS
HIDRATOS DE CARBONO. Via Glicolitica. Demostracion de la fermentacion en

levaduras

Objetivos de aprendizaje

e Comprobar experimentalmente el mecanismo de adaptacion del metabolismo de glucosa
a las condiciones ambientales, a partir de la determinacién del consumo de este carbohidrato.
e Demostrar la produccion de productos de la fermentacion alcohdlica, utilizando una técnica

de microdifusion.

Introduccidn tedrica

Las células animales, los microorganismos y las plantas utilizan como principal fuente
de energia los hidratos de carbono. A partir de su degradacion obtienen energia en forma de
ATP y otros compuestos de alto contenido energético los cuales son utilizados en los procesos
vitales y de biosintesis.

Los intermediarios metabdlicos obtenidos a partir del catabolismo de glucosa
dependen de las condiciones ambientales en que se encuentran las células. Asi, si la
concentracion de oxigeno es suficiente, estos intermediarios metabdlicos generalmente se
degradan totalmente hasta CO- y H,O. Por el contrario, cuando la concentracion de oxigeno
es escasa, la célula recurre a la fermentacion. A través de este proceso se obtienen diferentes
tipos de intermediarios metabdlicos segun el tipo de célula y de los sustratos disponibles. Por
ejemplo: una célula muscular y ciertos tipos de lactobacilos acumulan &cido lactico, ciertas
levaduras producen alcohol, etc.

En la industria se aprovecha la capacidad de muchos microorganismos para producir
metabolitos que son de gran utilidad. Por ejemplo, en la fabricacion de pan y de vino se utilizan

cepas diferentes de la levadura Saccharomyces cereviceae.

Adaptacion del metabolismo de glucosa de acuerdo a la disponibilidad de oxigeno

Cultivando levaduras, Louis Pasteur observo que el consumo de glucosa en un medio
anaerobico era considerablemente mayor que el observado en cultivos con abundante
provision de oxigeno. Esto se llamé “efecto Pasteur”, el cual es un mecanismo de adaptacion
de las células, donde la velocidad de utilizacion de glucosa es ajustada a los requerimientos

metabolicos de la misma. Al momento de esta observacion no se conocia los mecanismos de
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regulacién de la via glicolitica que permitieran brindar una explicacién. Una vez dilucidados
dichos mecanismos fue posible brindar el fundamento bioquimico del “efecto Pasteur”: el
rendimiento de ATP de la glucdlisis en condiciones anaerdbicas es de 2 ATP, por molécula
de glucosa, que es mucho menor que el de la oxidacion completa de glucosa a CO; en
condiciones aerdbicas que corresponden a 36 o 38 ATP por molécula de glucosa. Para
conseguir la misma cantidad de ATP se ha de consumir 18 veces mas glucosa en condiciones
anaerobicas. La produccién de energia celular en presencia de oxigeno, alcanza un nivel tal
que el ATP comienza a actuar como inhibidor alostérico de la enzima fosfofructoquinasa.
Como consecuencia de dicha inhibicion se acumula glucosa-6-fosfato, que inhibe a su vez, la
enzima hexoquinasa. El resultado de esta regulacion es una inhibicion del catabolismo de
glucosa a través de la via glicolitica, y por lo tanto las células cultivadas en estas condiciones
de oxigeno consumen menos glucosa, en comparacion a si fueran cultivadas en anaerobiosis.

En el presente TPL demostraremos el “efecto Pasteur”, comparando el consumo de
glucosa entre un cultivo de levaduras S. cereviceae mantenido en condiciones aerodbicas y
otro en condiciones anaerdbicas. Ademas, demostraremos el proceso fermentativo llevado a

cabo por las levaduras cultivadas en anaerobiosis.

Cultivo de S. cereviceae en condiciones aerébicas o anaerdbicas

Materiales y métodos

Para el cultivo de las levaduras utilizaremos un medio de cultivo estéril, con la siguiente
composicion: extracto de levadura 0,01 g; glucosa 1,00 g; (NH4)2S040,1 g; KH2PO,4 0,04 g;
MgCl2 0,04 g.; FeS04 0,01 g.; H20 d c.s.p. 200 ml.; pH: 4,5-5,00.

Inocularemos 10 ml de una suspension de levaduras (1 g en 10 ml de H;0) en
erlenmeyers de 250 ml y 125 ml, conteniendo 100 ml del medio de cultivo cada uno.
Posteriormente, se realizard4 una incubacion durante 24 h en las siguientes condiciones: el
erlenmeyer de 250 ml en agitador a 100 rpm, mientras que el erlenmeyer de 150 ml sera
mantenido en reposo, luego de agregar una capa de vaselina liquida.

Luego de la incubacion determinaremos la concentracién de glucosay la presencia de
etanol. Para ello, se tomard una alicuota de 5 ml del cultivo realizado en aerobiosis o
anaerobiosis, previamente centrifugado, para evitar interferencias por sustancias en

suspension.
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a) Determinacién de la concentraciéon de glucosa

Con el objeto de determinar el consumo diferencial de glucosa por parte de las células
de levadura incubadas en aerobiosis o anaerobiosis, realizaremos la determinacion de
glucosa antes (medio inicial) y luego de las 24 h del cultivo.

Para ello, utilizaremos un método enzimatico comercial, constituido por las enzimas
glucosa oxidasa (GOD), peroxidasa (POD) y una solucion de 4-aminofenazona (4-AF) y fenol.
La determinacién de glucosa en la muestra se basa en una serie de reacciones acopladas en
las que participan los reactivos antes mencionados. Brevemente, la glucosa de la muestra,
por accion de la GOD es oxidada a acido glucénico y H-O,. Luego, el ultimo producto participa
de una reaccién catalizada por la POD, en la que ocurre la union oxidativa del fenol con 4-
aminofenazona, dando lugar a la formacion de un cromdégeno rojo (“quinonimina®), con un
maximo de absorbancia a 505 nm. La cantidad de quinonimina formada es directamente
proporcional a la cantidad de glucosa presente en la muestra.

El mencionado fundamento puede resumirse en las siguientes reacciones quimicas

acopladas:

GOD ]
Glucosa —— > Acido glucénico + H,O,
POD
H,O, + 4-AF + Fenol — Quinonimina

Materiales y métodos

Para la determinacién de la concentracién de glucosa utilizaremos los siguientes
reactivos:

e Estandar: solucion de glucosa 1g/L.

e Reactivo de trabajo, contiene: GOD/POD (solucion de glucosa oxidasa-1000 U/L- y
peroxidasa-120 U/L-); 4-AF (solucién de 4-aminofenazona 25 mmol/L, en buffer tris), fenol
(solucion de fenol 55 mmol/L).

En la mesada de trabajo usted encontrara el material y los reactivos necesarios para
la experiencia. En este caso se utilizaran micropipetas, asegurese de utilizar las puntas
plasticas (tips) adecuadas y de no forzar estos instrumentos por encima o por debajo del
volumen maximo y minimo, respectivamente.

Organice vy rotule los tubos Khan en una gradilla y agregue los componentes de la

reaccion de acuerdo a la siguiente tabla:
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Medio inicial Cultivo en Cultivo en
Tubos Blanco [Estandar anaerobiosis aerobiosis
@ @) 3)
Muestra (ul) — | e 10 (%) 10 10
Testigo (ul) 0 | @@~ | o | -
Rvo. de
trabajo (ml) ! ! 1 1 1
Mezclar e incubar 10 min a 37 °C. Enfriar la solucién y leer a 505 nm.

(*) En el medio inicial, la concentracién de glucosa es superior al rango lineal de la reaccién
de color, por ello es que se realiza una dilucion de la muestra a la mitad y se toman los 10ul

de esta dilucién. En el célculo final multiplicar por dos el resultado obtenido para este tubo.
Célculo y analisis de resultados

a) Determinar la concentracién de glucosa de cada tubo “muestra”, utilizando como referencia
la absorbancia corregida del estandar:

Glucosa (g/L) = Absorbancia corregida de la muestra x f

3 1,00 (g/L)
~ Absorbancia corregida estandar

f

b) Teniendo en cuenta la concentracion de glucosa sin consumir, compare la cantidad de

glucosa remanente entre los tubos 2 y 3.

b) Determinacion de etanol

S. cereviceae es un microorganismo facultativo, que, en condiciones de cultivo
anaerobicas, metaboliza la glucosa por fermentacion alcohdlica. A continuacion, un esquema

de las reacciones metabdlicas que ocurren en este caso:
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Piruvato Alcohol
< Descarboxilasa = Deshidrogenasa
Piruvato Acetaldehido — o2 Etanol
PPT
CO, NADH +H* NAD*

La determinacién de la presencia o ausencia de etanol se realizara para demostrar el
metabolismo alternativo de la glucosa de acuerdo a las condiciones de oxigeno en las que se
realizo el cultivo de la levadura. Para dicha determinacion, realizaremos un método de
microdifusion el cual se fundamenta en una reaccién de 6xido-reduccion (ver mas abajo). Para
el método de microdifusion se utilizan las denominadas celdas de Conway (figura 1), que

constan de una cadmara central y otra externa.

Figura 1.
Celda de Conway para microdifusion.

A

CémaraI I Camara

interna externa

Nota. A. Esquema de un corte transversal de una celda de Conway con su tapa, en el que se
indica la disposicion de las camaras interna y externa, respectivamente. B. Foto de una celda

de Conway.

En la camara central de la celda, se coloca una solucién de dicromato de potasio en
medio sulfarico, mientras que en la externa se coloca la muestra a ensayar y una solucion
saturada de carbonato de potasio. Una vez que se colocan los reactivos, se sella la celda y
se permite que la muestra contacte el carbonato de potasio, el cual deshidrata la muestra y
permite la volatilizaciéon del etanol. Este ultimo, reacciona con el dicromato de potasio,
oxidandose a acido acético, mientras que el ion dicromato (color naranja) se reduce a cromico
(color verde azulado). EI cambio de color de la soluciébn de la camara central, indica la

presencia de etanol. La reaccion de 6xido-reduccion que ocurre corresponde a:
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3 C,H;OH + +8H,S0, — 3 CH;COOH + 2 Cr,(50,); + 11 H,0+ 2 K,SO,
Etanol dicromato de K Ac. acético sulfato cromico
(naranja) (verdoso)

Materiales y métodos

Para determinar la presencia o ausencia de etanol se utilizardn los siguientes

reactivos:

e Solucidn saturada de carbonato de potasio.
e Dicromato de potasio en medio sulfurico
¢ Etanol absoluto (4 g/L), sera utilizado como control positivo.
Las muestras a ensayar seran los sobrenadantes del cultivo de levaduras, realizados
en presencia o ausencia de oxigeno.
a) En la mesada de trabajo usted encontrara el material y los reactivos necesarios para la
experiencia. Rotule la tapa de cada una de las celdas de Conway y agregue los componentes

de reaccion de acuerdo a la siguiente tabla:

Camara Reactivos (ml) Celda 1 Celda 2 Celda testigo
Central Solucién sulfarica K2Cr207 (ml) 0,7 0,7 0,7
Solucién saturada K.CO3 (ml) 0,5 0,5 0,5
Externa Muestra (ml) 2,0 20
(sobrenadante de cultivo) (Aerbbico) | (Anaerdébico)
Etanol absoluto(ml) | = - | - 2,0
Tapar perfectamente cada una de las celdas, sellando el bode con vaselina sélida.
Incubar en estufa a 37°C durante 15 min aprox.

Resultado y analisis de los resultados

Observar el color de la camara central y determinar en cudl de las muestras ensayadas

se determind la presencia de etanol.
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Conclusiones del TPL

- A partir de los resultados obtenidos complete el siguiente cuadro:

Medio de cultivo

inicial

Sobrenadante cultivo

en aerobiosis

Sobrenadante cultivo en

anaerobiosis

Concentraciéon de

glucosa remanente

Presencia de Etanol

- ¢, Como evidencia que ha sucedido el efecto Pasteur?

- ¢En qué muestra demostr6 presencia de etanol? ¢Por qué se generé este producto

metabdlico?

- ¢ Cudl es la importancia biologica del proceso de fermentacion?
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TRABAJO PRACTICO DE AULA N° 4: METABOLISMO DE HIDRATOS DE
CARBONO.VIA DE LAS PENTOSAS FOSFATO. METABOLISMO DEL
GLUCOGENO. GLUCONEOGENESIS

Objetivos de aprendizaje

e Conocer las reacciones enziméaticas implicadas en la sintesis y degradacién de glucégeno,
asi como también los tejidos en los cuales se llevan a cabo.

o Identificar las situaciones fisiolégicas en las que ocurren la glucogendlisis y la
glucogenogénesis y conocer la regulacion reciproca entre ambas vias metabdlicas.

e Conocer las reacciones enzimaticas de la gluconeogénesis, las situaciones fisiolégicas en
las que se activa y su regulacion.

¢ Diferenciar las fases de la via de las pentosas fosfato y los tejidos en los que ocurren.

e Conocer la regulacion de la via de las pentosas fosfato y las situaciones fisiol6gicas que

requieren sus productos finales.

METABOLISMO DE GLUCOGENO

Introduccién tedrica

De todos los polisacaridos naturales, el humano es capaz de digerir almidén y
glucogeno. El glucégeno es similar a la amilopectina del almidén, aunque mas ramificado, y
constituye la reserva energética de los organismos animales. En el higado, el glucégeno
constituye el depdsito de glucosa, y durante su degradacién secuencial, se libera glucosa
hacia la circulaciéon general para su distribucién a otros tejidos. Por otra parte, en el musculo,
el glucégeno se degrada para proporcionar ATP y permitir la contraccion muscular.

El metabolismo de glucégeno abarca su sintesis (“glucogenogénesis”) y su

degradacion (“glucogendlisis”).

Glucogenogénesis

La sintesis de glucdgeno se realiza principalmente en higado y en musculo. Es un

proceso anabdlico que requiere energia aportada por el ATP y el UTP (uridina trifosfato), y es
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regulado a través de la enzima glucogeno sintasa. La glucogenogénesis abarca cinco etapas
catalizadas enzimaticamente (figura 4.1 y figura 4.2).

1- Primero ocurre la fosforilacién de glucosa en el carbono 6 por accion de hexoquinasas.

2- Luego, la enzima fosfoglucomutasa cataliza la formacién de glucosa-1-fosfato.

3- La uridina-difosfato-glucosa pirofosforilasa o glucosa-1-P-uridiltransferasa cataliza la
activacion de glucosa-1-fosfato a UDP-glucosa (uridina-difosfato-glucosa).

4- La glucosa activada es incorporada por accion de la glucégeno sintasa a una molécula de
glucogeno preexistente o a la glucogenina (proteina). La union de la glucosa activada con los
residuos ya existentes es de tipo a —> 1,4.

5- Se generan ramificaciones mediante uniones glicosidica a —1,6 (figura 4.2).

Figura 4.1.
Etapas de la sintesis de la molécula lineal de glucégeno.

AN i —— N . B
o " 4+ U )
C ) — N\ A |
N ———I ad » {—o—g ~are
Glucosa- 1105100 UDP-glucosa

Cebador de glucogeno (7 residuos)

Nt N .\.l W, vor

/{ N / { N\ :/'% N
,cl H e H o \_(‘I 7

Glucogeno (7 + 1 residuos)

Nota. Modificado de Bioquimica. Las bases moleculares de la vida (p. 287), por Mc Kee & Mc
Kee, 2013, Mc. Graw Hill Education.
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Figura 4.2.
Formacion de ramificaciones en la molécula de glucogeno.
7
HyOH Ha,OH HzOH f CH,OH CH,0H
[s] o 0 | o o
H A
g \9H OH o N o=\
OH OH OH
0,
?O
>
¥ o
%

_— Se torma el enlace glucosidico «(1,6)
CH,OH HzOH
0.
H OH Vg
CH

Nota. Modificado de Bioguimica. Las bases moleculares de la vida (p. 287), por Mc Kee & Mc
Kee, 2013, Mc. Graw Hill Education.

Glucogendlisis

La glucogendlisis no es el proceso inverso a la glucogenogénesis, debido a la
participacién de enzimas diferentes. Las etapas involucradas en esta via, son las siguientes
(figura 4.3):

1- Liberacion de unidades de glucosa-1-fosfato a partir del extremo no reductor de la molécula
de glucogeno. Esta reaccion es catalizada por la enzima glucégeno fosforilasa, y el fosfato
utilizado proviene del fosfato inorganico del medio. La accion de la enzima se detiene 4
unidades de glucosa antes de una ramificacién a —1,6 glicosidica.

2- Transferencia de unidades del trisacarido terminal al extremo de la rama vecina por union
a —>1,4. Esta reaccion es catalizada por una transferasa, reiniciando la etapa 1.

3- Hidrdlisis de las uniones a-1,6 glicosidicas, catalizada por la a-1,6 glicosidasa con liberacién
de glucosa sin fosforilar.

Las enzimas que actlan en las etapas 2 y 3 forman parte de una proteina bifuncional

denominada enzima desramificante.
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4- Isomerizacion de glucosa-1-fosfato a glucosa-6-fosfato catalizada por la fosfoglucomutasa.

Figura 4.3.
Etapas de la degradacion de glucégeno.

(Estadlo I: acortamiento de la cadena)

glucégeno fosforilasa

( clave 1
PLP = piridoxal fosfato
~ 7~ 7 roy _ molécula de
w H H HR) =
NSNS glucdgeno

se han omitido algunos detalles

p [glucosa),y + glucosa-1-®

(PLP)
[glucosal, Q

CH,0H  CH,OH

fosfordlisis
del enlace
u-1,4 terminal

(Estadlo II; eliminacion de ramlﬂcaciones)

CH,0H CH,OH

0 i e
W o WMWO-O-O® K OO
HO oET s WO T

@ = punto de ramificacion

la glucégeno fosforilasa
continiia hasta que alcanza
un residuo, a 4 de distancia
de un punto de ramificacién

l transferasa

. fragmento u-1,6

DY@
HoU®

1 amilo-¢e-1,6-glucosidasa

0;0:0;0.0:0:0:0; 10:0 000

glucosa libre

Nota. Tomado de Lo esencial en metabolismo y nutricién, por Lim & Roach (p.33), 2010,

Mosby.
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Regulacion del metabolismo de glucoégeno

El metabolismo de glucogeno es regulado a través de las enzimas glucoégeno sintasa
y glucégeno fosforilasa. A su vez, ambas enzimas son moduladas por modificacion covalente
por agregado o sustraccion de grupos fosfatos de manera reciproca, es decir cuando se activa

una enzima, la correspondiente a la via opuesta, se inactiva (figura 4.4 y 4.5).

Figura 4.4.

Regulacion reciproca de glucogendlisis y glucogenogénesis en una célula hepética.

CH,OH

Glucosa

ATP Pi
Glucoqmrl\ags Glucosa-6-fosfatasa
; 1 t H,0

CH,OP

Glucosa-6-Fosfato

Mg**
g lTFosfoglucomutasa

CH,OH
OP
uTP Glucosa-1-Fosfato
PPi
UDP-pirofosforilasa
Enzima
desramificante
O--UDP
AMPc

UDP-Glucosa E_)/ \Q)

Glucoégeno sintasa Glucégeno fosforilasa

Polimero de
glucosa Enzima ramificante

ubP

Glucégeno ol
Seg, .o“
e _geooag, 0®
.. e® O &)
Co 0®
(@]
.‘

Nota. Los signos (-) y (+) indican disminucion y activacion de la actividad enzimédtica,
respectivamente.
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Figura 4.5.

Regulacién hormonal de la degradacién de glucogeno.

Unidn de glucag()n a su receptor
(higado) Adrenalina se une a receptor b-adrenérgico
(musculo)

unm U‘f et sobennenssessoseess vose yeeeang Ne e eestess
TR AT ’EL{F‘L O ‘"‘""r"“‘ﬁ jﬂ W’%’W‘ﬂn’?mu.mﬁ’f‘ﬁw ST TR AT L TR aTvt

T LRI [. T i

LAALAMALL SRR LRSS

GLUCOGENO
Fosfodiesterasa _ ES
atp SAME "’ > E-AMP DEGRADADO
A\
Protein quinasa A Protein quinasa A h / \

dependiente de AMPc dependiente de AMPc + )?
=

(Inactiva) (Activa)
0 5 &) :

Glucégeno fosf'ori|asa a
A Acti
ATP ADP (Activa)
: : ; ) L~ ADP H,0
Glucogelno fosforilasa Glucogeno fosforilasa TN
quinasa b quinasa a Fosfatasa-1
(Inactiva) (Activa)

S ATP P~
P; H,0 /
Glucégeno fosforilasa b
Fosfatasa-1 © <~ Insulina (Inactiva)

Insulina

Nota. La union de glucagén (higado) o adrenalina (musculo), desencadena una cascada de
sefializacién intracelular que modula la degradacion de glucégeno. Insulina también regula el
metabolismo de glucégeno, pero ejerciendo un rol opuesto al de glucagén y adrenalina. La
molécula de la enzima Protein quinasa A, se encuentra constituida por sitios cataliticos (C) y
sitios reguladores (R), activandose una vez que se separan los sitios reguladores. Modificado
de Biochemistry (p. 131), por Harvey & Ferrier, 2011, Lippincott lllustrated Reviews Series.

VIA DE LAS PENTOSAS FOSFATO

La glucosa-6-fosfato puede ser catabolizada por una ruta alternativa para la
metabolizacién de la glucosa que ocurre en el citoplasma, denominada via de las pentosas-
fosfato. Los productos finales principales de esta via son el NADPH vy la ribosa-5-fosfato. El
NADPH es el principal agente reductor de la célula, utilizado principalmente en procesos de
biosintesis (sintesis de acidos grasos, colesterol, esteroides, etc.) y detoxificacion celular. La
ribosa-5-fosfato es necesaria para la sintesis de nucle6tidos y &cidos nucleicos.

Esta via metabdlica posibilita la i