Bioquimica I: Macromoléculas

I. Fraccionando la vida:
Los bioquimicos dividen los organismos en sus componentes y analizan éstos ultimos por separado.

1) ;Cual es la composicion atomica de las células/organismos vivientes?

H: 60%

O: 25%

C: 12%

N: ~5% P, S, Mg, Mn, Se También estan presentes en menores

cantidades. A determinados niveles de estudio, y especialmente a nivel celular, la
mayoria de los organismos parecen iguales.
2) (Cual es la composicion molecular de las células?
Principalmente agua: ~80%

Del peso restante:
Lipidos, grasas: 10%

Carbohidratos: 15%
Ifroteinas: 50%
Acidos nucleicos: 15%

**Las proteinas son macromoléculas esenciales (desempefian muchas funciones estructurales y

funcionales en las células)**
Acidos nucleicos (ADN, ARN; el ADN almacena la informacion hereditaria en la célula).

A un cierto nivel, las fuerzas quimicas determinan la forma de las moléculas y la forma, a su
vez, determina su funcion.

. Cuales son las fuerzas que otorgan a estas moléculas sus respectivas propiedades?

II. Fuerzas covalentes
Los enlaces y las interacciones quimicas mantienen las moléculas unidas entre si:

1) Enlaces covalentes
- es el tipo de enlace mas importante.
- también el mas fuerte; fuerza ~ 80 kcal/mol

Un enlace covalente consiste en la comparticion de un par de electrones:
Una linea representa un enlace

II_I 1‘1 simple

H__C—C—H

H H

() Una linea doble representa un enlace doble

H—C—H



La energia térmica (vibratoria) media a temperatura ambiente es de ~5 kcal/mol. Dado que
se requieren ~ 80 kcal/mol para romper un enlace covalente, se puede afirmar que los
dicho enlaces son relativamente estables a temperatura ambiente.

Tipos de enlaces covalentes: Fuerza:
Individual: C-C (un par de electrones) 80 kcal/mol
Doble: C=C (dos pares de electrones) 150 kcal/mol
Triple: C=C (tres pares de electrones) 200 kcal/mol

Hay libre rotacion en torno al enlace covalente individual, pero no en los enlaces dobles ni en los
triples.
Los enlaces covalentes también tienen un angulo fijo.

Algunos enlaces covalentes implican la comparticion desigual de electrones.
Algunos atomos se unen con mas fuerza a los electrones que otros. La atraccion de
electrones es una medida de la electronegatividad de un 4tomo.

Observe los siguientes enlaces con comparticion desigual de electrones:

5" Los electrones pasan mas tiempo cerca del
o atomo de O por lo tanto, hay una carga

Enlace polar
/ negativa neta cerca del O.

H. 5* s'H
Los enlaces polares tienen momentos dipolares: tienen polaridad.
El oxigeno es un atomo mas electronegativo que el hidrogeno, y por lo tanto, el enlace
O-H se considera un enlace polar.

El carbono y el hidrégeno tienen electronegatividades semejantes, de ahi que el enlace C-H se
considere apolar.

2) Puentes de hidrogeno

- Atraccion entre una carga ligeramente positiva de un &tomo de hidrégeno y una carga
ligeramente negativa de un dtomo cercano.

- Fuerza del enlace ~ 5 kcal/mol (relativamente débil).

- Su variante mas fuerte: cuando el donante, el hidrogeno y el receptor estan a unos 0,25 nm
de distancia.

- Los puentes de hidrégeno dan orden y estructura a las moléculas

- Un unico puente de hidrégeno es débil, sin embargo, la mayoria de las moléculas estan
formadas por muchos puentes de hidrogeno, y eso se traduce en la fuerza global de la
molécula.



Las propiedades del agua estan determinadas por interacciones entre los puentes de hidrogeno. El
agua esta altamente estructurada incluso en estado liquido. La formacion de hielo se debe a la
distribucion ordenada de los puentes de hidrogeno.

Los puentes de hidrogeno entre diferentes regiones de una proteina:

En un entorno acuoso, estas regiones formaran puentes de hidrogeno con moléculas de agua.
Estas moléculas adoptan una conformacion mas favorable cuando interactian con agua.
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3) Enlaces idnicos
- Interaccion electroestatica entre dos grupos con carga opuesta en una misma molécula.
- Causa limitante de comparticion desigual de electrones; un 4&tomo se queda con el electron.

NaCl — Na' + CI" comparticion desigual de electrones, el Cl se queda con los dos
electrones.
En disolucidn, este grupo se ioniza, pierde un proton y adquiere carga negativa:




Los 4tomos con carga pueden ser atraidos por &tomos con carga opuesta:

Los atomos con carga son regidos por una

s (2 H fuerza denominada Ley de Coulomb:
- & e N | F=ql ¢/ (R) (R)
\\ o e F— N La fuerza de atraccion es inversamente
| proporeional a las cargas (q) de los dos
H grupos y a la distancia (R) entre ellos
Enlace
ionico

-La fuerza del enlace i6nico es de aprox. 3-7 kcal/mol. Es mas fuerte cuando los dos 4tomos estan
a unos 0,28 nm de distancia.

4) Fuerzas de Van der Vaals

- Son fuerzas de atraccion, no especifica, que tiene lugar cuando 2 4&tomos estan muy cerca entre si.
- Son mas favorables cuando los atomos estan a 0,2-0,3 nm de distancia.

- Polaridad transitoria inducida entre atomos: un enlace apolar conlleva la atraccion con atomos
cercanos.

- Interaccion muy débil: la fuerza es ~1 kcal/mol. Sin embargo, la suma de muchas interacciones de
Van der Vaals confieren mas fuerza y estabilidad a la molécula.

Ejemplo: La interaccion de un ligando con su receptor se consigue mediante muchas interacciones no
covalentes, como las interacciones de Van der Vaals.

5) Interacciones hidrofébicas/ Entropia

En conjunto, una molécula mantiene su cohesion gracias a muchas interacciones. Una molécula
tiene una forma particular porque adopta el estado que requiere la menor cantidad de energia
posible (minimizar la entropia).

A la hora de adoptar esta forma, las conformaciones alternativas se seleccionan, y los grupos
que no pueden formar puentes de hidrégeno con agua (los hidrofébicos) tienden a agruparse en
el interior de la molécula (alejados del agua).

Las moléculas sin carga, apolares, hidrofébicas: (“que rechazan el agua™), no
interaccionan con el agua. Las hidrofilicas (“que aman el agua”): moléculas polares o con
carga. Forman puentes de hidrogeno con agua.

La forma que adoptan las macromoléculas bioldgicas depende de un gran nimero de interacciones
moleculares.

I11. Las macromoléculas principales

A. Lipidos v fosfolipidos




Estructura de un hidrato de carbono: CH3(CHz2) ;CH3

H H H: H H
I | I | I Hidrocarbono
~ LY - - Enlaces apolares
— | C b4 C ; AP
= 5 . - Hidrofdbico
I I I I I - Insoluble en agua (no puede
formar puentes de lidrageno en
H H ¥ ¥ H agua)
Si se le afiade un grupo hidroxilo (OH) a un hidrato de carbono se obtiene un alcohol:
CH3(CH2) ,OH
H H H H H Alcohol
I | | I | -hidrofilico
o C o— — — — — T -soluble en agua (puede formar
I I I I puentes de hidrégeno con el agua)

H H H H H

Las cadenas cortas de alcoholes son solubles en agua.

Se puede hacer un acido graso anadiéndole un grupo carboxilo (COOH) a un hidrocarbono:
CH3(CH2) ;COOH

H H H H Acido graso
I | | | ii -Hidrofilico
H o — —  —( — — ] -Algo soluble en agua (puede
formar puentes de hidrégeno
I I | I Porcién hidrofilica con el agua)
H H H H

Porcién hidrofobica

Un 4cido graso es una molécula anfipética: contiene tanto porciones hidrofoébicas como
hidrofilicas.

El 4cido graso también puede representarse del siguiente modo:

AN T

Cola de hidratos de carbono



Tres acidos grasos y una molécula de glicerol se pueden combinar en una sintesis de
deshidratacion (dehydration synthesis) para formar un lipido (un triglicérido).

Los triglicéridos son importantes formas de almacenamiento de acidos grasos en el interior
de las células.
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Triacilglicerol (triglicérido)

Fosfolipidos:
Los fosfolipidos son un subgrupo de lipidos que desempefia un papel clave en la estructura

celular. Los fosfolipidos se forman mediante la combinacion de dos acidos grasos y un
grupo fosfato.
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Los fosfolipidos también se puede representar del siguiente modo:
Cabeza hidrofflica

AAAAL)

Colas hidrofébicas

En disolucion, los fosfolipidos se agrupan formando micelos.

Un micelo:

Interior hidrofébico
Exterior hidrofilico

Los fosfolipidos forman bicapas lipidicas en entornos acuosos. Una célula tipica esta
delimitada por una membrana plasmatica, constituida por una bicapa fosfolipidica (2 capas
de moléculas fosfolipidicas que juntas forman una bicapa lipidica).

El interior hidrofobico de la membrana plasmatica es impermeable a las moléculas polares
0 con carga.

= = Exterior hidrofilico (interactia con &l
antofho acuoss)
Interior hidrofébico de bicapa lipidica
wg&&g&gg&\d Exterior hidrofilico (interactiacon &l
/r antofho acuoss)

| mr——— ]

Inacélula

Citoplasma



B. Azicares, hidratos de carbono
1) Composicion general de los azacares:
(CH20),

e.g. Glucosa CsH1206

En todos los azucares, el carbono n-1 tiene un grupo hidroxilo (OH) y el carbono C- tiene
un grupo carbonilo (C=0). La ubicacién del grupo carbonilo y la orientacion de los grupos
hidroxilo determinan el tipo de azucar.

Si el grupo carbonilo esta al final (un grupo aldehido), estamos ante una aldosa (ej.:
glucosa).

Si el grupo carbonilo estd en el medio (un grupo cetona), entonces estamos ante una cetosa
(ej.: fructosa).

Los glucidos de seis carbonos se denominan hexosas (ej.: glucosa).

Los glucidos de cinco carbonos se denominan pentosas (¢j.: ribosa).

Los glucidos de tres carbonos se denominan triosas (ej.: gliceraldehido).

2)La estructura de los azicares

a) Monosacaridos

La glucosa, en disolucidn, se encuentra mas a menudo en forma ciclica (o de anillo):
Carhbono &

Adquisrs estructura
clclicaen dizolncidn

H Ci]—[H O H H H H

\ - - | — — I—I _DH %anﬁd Carbono 1

g i j: f OH <n Posicidn
HCOH H CHH H ox | Alfa

Carbono 2 Cyrbono 3

El grupo OH en el carbono C-1 puede estar en las posiciones alfa (debajo del plano del
anillo) o beta (encima del plano del anillo).

b) Disacaridos

Los disacaridos consisten en dos monosacaridos unidos mediante un enlace covalente.



CGalactosa Glucosa

Lactosa (forma)
(Galactosa ( 1—4) Glucosa)

La enzima lactasa rompe la lactosa en moléculas de glucosa y galactosa. Muchos adultos
dejan de sistetizar la enzima lactasa. Como consecuencia, un gran porcentaje de personas

de determinadas poblaciones se hace intolerante a la lactosa.

¢) Polisacaridos

Los polisacaridos estdn constituidos por muchas unidades monosacaridas unidas
(habitualmente monémeros de glucosa) formando largas cadenas.

Ej.: almidon, glucdgeno, celulosa.

Los polisacaridos se utilizan como forma de almacenamiento y también desempefian
papeles estructurales.

El almidén es un polimero de n glucosas unidas por enlaces 1 4.

La celulosa desempefia un papel estructural importante en las plantas; es una de las
moléculas mas abundantes de la tierra. La celulosa es un polimero de glucosa con enlaces
B1 4 sin ramificaciones.

Las unidades alternantes de glucosa permiten a las moléculas adyacentes de
celulosa formar puentes de hidrogeno entre si. La capacidad que tiene la celulosa de formar
puentes de hidrogeno conduce a la fortaleza de las paredes celulares, y crea fibras como la
madera.

Bioquimica II: Proteinas

Proteinas
- Tienen muchas funciones en la célula
- Papeles estructurales y funcionales

- Se fabrican 10° tipos de proteinas diferentes en las células eucariotas.

Las proteinas son polimeros formados a base de “ladrillos” denominados aminoécidos.
20 aminoécidos diferentes pueden formar 20" combinaciones de proteinas, de longitud n.

Acidos nucleicos

- Almacenan y transfieren material genético.



- 4 unidades constituyentes o “ladrillos” (denominados nucleétidos) diferentes pueden
fabricar 4" combinaciones de 4acidos nucleicos, de longitud n.

§1. Los aminoacidos v los enlaces peptidicos

La estructura quimica general de los aminoacidos:

H H I
Grupo |!I I(! .
Amino H w=]\ wmwem w3  Grupo carboxilo
1  Carbonoe Alfa
R
Cadena lateral

El grupo R (cadena lateral) varia entre los distintos 20 aminoacidos. Estos 20 aminoé4cidos
dan lugar a todas las proteinas.

Los péptidos son oligdmeros de aminoacidos formados tras una reaccion de deshidratacion
cuando el grupo carboxilo de un péptido se une al grupo amino de un segundo aminodacido.
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El enlace peptidico es plano; funciona parcialmente como un doble enlace y no presenta
rotacion en torno al enlace amida. La estructura del enlace peptidico es un hibrido de las 2
formas siguientes:



R

—+

Hay, sin embargo, rotacion en torno a los enlaces adyacentes al enlace peptidico. La unidad
peptidica es una disposicion plana de cuatro atomos.

Los polipéptidos mas largos, compuestos de muchos aminoacidos, se denominan proteinas.
Cada proteina tiene un orden especifico de aminoacidos y adopta una forma particular,
determinada por la secuencia de aminoacidos.

§2. Los veinte aminoacidos diferentes
a. Cadenas laterales polares pero sin carga:

Las cadenas laterales de estos grupos pueden formar puentes de hidrogeno con otros grupos
polares:
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b. Cadenas laterales polares con carga:
Las cadenas laterales de estos aminoacidos pueden formar puentes de hidrégeno o enlaces
16nicos:
1. Carga positiva:
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2.Carga negativa:
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J: e | negativamente apH 7.0
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Acido aspartico
{asp) Acido glutamico
D (ghu)

E

c. Cadenas laterales hidrofobicas (apolares, sin carga)

Las cadenas laterales de la mayoria de estos aminoacidos no pueden formar puentes de
hidrégeno ni enlaces idnicos y prefieren estar en un entorno apolar. Estos aminoacidos
prefieren estar en el interior de las proteinas en una solucion acuosa.
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Aunque la tirosina es principalmente apolar, su cadena lateral tiene un grupo polar
hidroxilo capaz de formar puentes de hidrogeno.



Algunas proteinas se denominan proteinas transmembrana. Una region de la proteina
transmembrana atraviesa la membrana de la célula o el compartimento celular en el que se

encuentran.

Compartimento exterior de la célula

Membrana plasmitica

Las regiones de 1a proteina que atraviesan la
membrana estin formadas por aminoacidos
con cadenas later ales principalmente
hidrofobicas

Compartimento interior

Compartimento exterior de la célula

Membrana plasmitica

Las regiones de 1a proteina que atraviesan la
membrana estin formadas por aminoacidos
con cadenas later ales principalmente
hidrofobicas

Compartimento interior

d. Casos especiales
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La cadena lateral de la prolina estd lizada
'i:‘:ﬂ al nitrdgeno y al cathono alfa. La prolina
C—H 85 un arminodcido. & pesar de que el grupo
arnino y el grupo carboxilo pueden formar
G enlaces peptidicos con otros aminodcidos,

Pru:u].i:: la cadena lateral constrifie el dngulo de
enlaces adyacentes — constrifie la proteina.
(pre) La prolina se encuentra con frecuencia en
¥ las dobleces de las proteinas plegadas.

§3. La estructura de las proteinas.

Una combinacion de fuerzas determina la estructura de las proteinas:
- Efecto hidrofobico

- Enlaces i6nicos

- Puentes de hidrogeno

- Enlaces disulfuro

- Década de 1930: Linus Pauling propuso que el grupo NH en un aminoécido y el grupo
C=0 en otro aminoacido podian interactuar para formar un puente de hidrégeno.

- Predijo que la interaccion de estos grupos formaria una estructura polipeptidica
denominada hélice a (hélice alfa). En una hélice a, el grupo CO del aminoécido » esta
unido mediante puente de hidrogeno al grupo NH del aminoacido (n+4).

Estructura hélice a:




Esta union de los hidrégenos
tiene lugar dentro de una cadena

polipeptidica.

3.6 aminoacidos (aa) por vuelta
de hélice

Cada aa contribuye 0.15 nm (1.5
A) a la longitud de la hélice

Pauling también predijo otra estructura polipeptidica denominada lamina plegada (Idmina 3

plegada). En una estructura plegada, hay atracciones intermoleculares entre dos o mas
cadenas polipeptidicas.
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Los niveles de la estructura proteica:

a) Estructura primaria:

-La secuencia lineal de aminoacidos (ej. NH3 ..met-cys-leu-lys-glu...COO-)



b) Estructura secundaria

- Distribucioén local de aminodcidos que estan proximos entre si en la cadena lineal para
formar estructuras entre las que se incluyen las hélices a , las ldminas plegadas y bucles y
enrollamientos al azar.

c) Estructura terciaria

- Distribucion espacial de aminoacidos que estan alejados entre si en la cadena polipéptida
linear para formar la estructura completa (plegada) tridimensional de la proteina. También
incluye enlaces disulfide:

L
— o
Polipétido linear Pliegues | Estructura
completa .plegada
tridimension

d) Estructura cuaternaria
-Interaccion de mas de una cadena polipeptidica; asociacion de diferentes proteinas
para formar complejos tales como los dimeros, trimeros y tetrdmeros.

Hemoglobina Consiste en 4 cadenas
(proteina 949 polipeptidicas:
oligomérica) 2 cadenas A

2 cadenas B

§4. Estructura v funcion proteica

- La estructura proteica determina la funcion proteica.
- Véase un ejemplo de una proteina que cataliza una reaccion bioquimica.

Triosa fosfato isomerasa (TPI)

La TPI es un dimero proteico constituido por dos cadenas polipétidas, cada una de 247
aminoacidos de longitud. El polipéptido se pliega para formar una enzima con forma de
cesta con una hendidura en el centro.

;SOLO EL DIMERO ES ACTIVO ENZIMATICAMENTE!

La TPI cataliza la siguiente reaccion:



H @] N H\ GH H
\GJ;{ CJ’ H —é —CH
| — || # |
H=C=0H - CI:_O H t|3=c.
(:ZH 9 | e “Hz
OPOg QFO, OPO,
G-3-P (aldosa) intermediario cis-enediol DHAP (cetosa)

Aunque esta proteina tiene una longitud de 247 aminoacidos, solo 3 de éstos (Glul65,
His95 y Lys12) son importantes para la funcion catalizadora de la TPI. El sitio catalitico
(activo) se forma cuando la proteina adquiere su forma completa tridimensional y los tres
aminodcidos se ubican en posiciones proximas entre si.

Observe el sitio activo de la TPI:

-
L,

=H

—
Zlulah

Lys 12

AChWE SIE

Mecanismo:

1) G 3-P se une al sitio activo de la TPI (N de His95).

2) Lys12 estabiliza G 3-P en el sitio activo.

3) Glul65, actuando como un catalizador basico (B-), recoge un H+del grupo C2 (el
carbono proximo al carbonilo) de G 3-P.

4) His95 dona un H+al grupo Ci (el carbonilo) de G 3-P para formar el grupo OH en Ci (y
facilita la formacion del intermedario enediol).

5) Glul65 recoge el H+al grupo Ci del intermediario.

6) His95 recoge el proton del grupo OH en el grupo C2 en el intermediario.

La TPI estabiliza disminuyendo la energia del intermediario altamente desfavorable, que
tiene mucha mas energia libre positiva que el G 3-P o el DHAP.



24 kcal. / mol
(energia de
activacion)
Energia
libre

DHAFP

Progreso de la reaccién

El TPI también multiplica por diez la velocidad de la reaccion. El aminoacido que
estabiliza el estado de transicion es Glu165. Si sustituye Glu165 en TPI con Acido
Aspartico (el cual es s6lo un carbono mas corto, en longitud, que la Glu) reduce 1.000
veces la actividad de la enzima (el TPI se hace 1.000 veces menos efectivo).

ARTICULOS DEL WASHINGTONG POST, 5/21/93 p.3 “Influenza’s Burglary Tools” por Boyce Rensberger y del
NY TIMES, 5/21/93 “Breakthrough on Flu Viruses Reported” por Warren E. Leary.

Bioquimica III: Energia libre v cinética de las reacciones

La TPI cataliza la siguiente reaccion:

H
H O \ OH H
\C‘y ':f . H- é —CH

H=C=0H ?_O H C=0

| 1
GHg L §f CHy.
oFO, OFOg QPO

G-3-P (aldosa) Intermediario cis-enediol DHAP (cetosa)

Diagrama de energia libre para la reaccion anterior:

Cis-enediol

24 Kcal/mol (Ea; AG)
(Energia de activacién)

Energia

libre ‘{:l'} Ea con enzima

AGT =186 kealimol
DHAP

La DHAP tiene menos energia
Progreso de la reaccién = libre que el G 3-P, estado mas




La TPI disminuye la energia de activacion (Ea) para la reaccion.
La TPI hace esto estabilizando el estado de transicion (cis-enediol)

El TPI (al igual que todas las enzimas) no afecta a los valores G de la reaccién quimica.

§1. Equilibrio de reaccion, constante de equilibrio (Keq) y energia libre

En equilibrio, las moléculas tienden a permanecer en su estado mas bajo de energia. Dos
estados, S1y S2, con diferencias de energia entre los dos, expresado como G = cambio en
energia libre en condiciones normales.

5

SIT 5
G3F 2 DHAP

R

La ecuacion que relaciona G con las concentraciones de S1y Sz es la siguiente:

5, ]

AG =AG"+ RT In—=

S, |

G = Diferencia de energia libre en reaccion

AG® = Energia libre en condiciones normales especificas.

RT = la constante de los gases x Temperatura (en grados Kelvin)
[S1]/[S2] = razdn de productos con respecto a los reactivos

Cuando la reaccioén esta en equilibrio, G = 0 (reaccion neta: 0)

s
15, ]
RT = 0.59 kcal/mol a 25°C, RT = 0.61 kcal/mol a 37°C, por lo que RT ~0.6
—age_ Is] L Is)_

R [S,] 1S, |

AG"==RT In

= Keqg

Keq = equilibrio constante

AG™
:'!srL’El.f =£ RT
Keq = ratio de constantes

Keq = L

y )
Razén neta de la reaccion hacia la derecha = Razén neta de la reaccion hacia la izquierda
Razon de la reaccion hacia la derecha = Ki [S1]
Razoén de la reaccion hacia la izquierda = K2 [S2]
Ki[S1]=K2[Sz]



K, [s,]

— T — .I'!\-I'_Jlfl"
A, [HI ]
Ejemplo: G3P «—— DHAP (AG®'= -1.86 kcal/mol)
—1. 86kl | mol
I:l'r-}-“r‘ 1“] = T bkcal | el

heg = —[—]—”3 2 =¢

En equilibrio [DHAP] = el =22
[G3P]

Keq =22
En equilibrio habré 22 veces mas DHAP que G3P.
Dado G3P puro: la reaccion trae consigo la creacion de DHAP (sintesis neta de DHAP).
Dado DHAP puro: la reaccion trae consigo la creacion de G3P (sintesis neta de G3P).
Cuando G3P = DHAP G Rxn = 0 (no hay cambio neto)

Proporcién 22:1

~17:1
La reaccion avanza hacia la derecha - DHAP

La direccién de una reaccion depende de:

1) La diferencia intrinseca de energia entre productos y reactivos.
2) Las concentraciones de las reacciones y de los productos.

Esto se describe en la ecuacion:

AG = AG"+ RT en [PRODUCTOS]
[REACTIVOS]
Si G de rxn < 0, rxn avanzara hacia la derecha (reaccioén exoergdnica)
Si G of rxn > 0, rxn avanzard hacia la izquierda (reaccidon endoergonica)
Si G =0, rxn esta en equilibrio, no hay reaccion neta.
Ejemplo: Si el ratio de DHAP: G3P fuese 7.4:1, ;cudl seria el valor de la G del rxn y en qué
direccion procederia?

AG = AG"+ RT en [PRODUCTOS]
[REACTIVOS]
AG = -1.86 kcal/ mol - .60 kcal/ mol En 7.4
G =-0.66 ( G<0)
Por lo tanto, la reaccion avanzara hacia la derecha (— ) para producir DHAP.

§2. Reacciones emparejadas

Observe la reaccion A — B.
La reaccion tendera a avanzar en la direccion de la molécula con el nivel més bajo de
energia libre.

(Como conducimos una reaccidn hacia la derecha teniendo un AG’ > 0?
Se puede emparejar una reaccion desfavorable(G>0) con una favorable (G<0).



A veces, el emparejamiento todavia puede resultar en condiciones desfavorables, pero la
reaccion emparejada generalmente es mas favorable que la reaccion original,
desemparejada.

Rxn 1: A«—B AG*’< 0
Rxn 2: C—— D AG®<0
A+C «—— B+D AG® < 0 (puede ser inferior a 0 o cercano a 0)

Ejemplo:

A+X««—— B

C——> D+X

A + C «—— B+ D (reaccion global)

Las células emplean este mecanismo de emparejamiento de reacciones desfavorables con
favorables para que las reacciones avancen hacia la derecha.

Ejemplo:
1) Glucosa + Pi «—— Glucosa 6-Fosfato + H2O AG®" = 3.3 kcal/mol
2) ATP + HoO«—— ADP + Pi H20 = -7.3 kcal/mol
Glucosa + ATP «— Glucosa 6-P + ADP AG®” = -4.0 kcal/mol YZG
Las células utilizan la energia de la hidrolisis del ATP para fraguar la reaccion 1,
que es energéticamente desfavorable
Pi = POu43-; fosfato inorganico

El ATP es una fuente esencial de energia. El ATP almacena energia agrupando cargas
negativas en enlaces altamente energéticos y soltando esta energia cuando se rompen
dichos enlaces.

Todas las reacciones (que se contarian por millares) que tienen lugar en las células tienen
un G <0.

* Las enzimas aumentan la tasa de reaccion. Sin embargo, no alteran ni las concentraciones
en el equilibrio, ni la G de la reaccion.

§3.1 Tasas de reaccion v el papel de las enzimas
Para la reaccion G3P«——DHAP
Véase el perfil energético de la reaccion:




Cis-enediol

24 Kcal/mol (Ea; AG)
(Energia de activacién)

Energia | ‘
libre — Ea con enzima
Gsp T a6 =_1.96 keal/mol
DEAP La DHAP tiene menos energia
Progreso de la reaccién ——— libre que el G 3-P, estado mas

- Energia de activacion (Ea) = barrera de energia o energia libre de activacion para una
reaccion.

- Enzima (TPI) disminuye la Ea estabilizando (disminuyendo la energia libre de) el estado
de transicion (intermedio).

En presencia de TPI, la Ea para la reaccion es de 13 kcal/mol
En equilibrio G = 0, la energia de activacion es de 26 kcal/mol

Al { 26&cal [ med )

=g R e bkeal fmol 1.5+v10 1w 10) 1%

[c',".w — enediol ]

G3P]

En equilibrio, hay ~1019 veces mas G3P que cis-enediol (or 10-" menos cis-enediol que
G3P).

Por lo tanto, la reaccidén avanza lentamente en ausencia de la enzima.

En presencia de la enzima, G°* = 13 kcal/mol. El TPI estabiliza el intermediario cis-
enediol, haciendo asi que su energia libre descienda de 26 kcal/mol a 13 kcal/mol.

En equilibrio G=0; la energia de activacion es de 13 kcal/mol:

Al {13 cal fmal
RT

[c';'.w — enediol ]

[G3P]

T 11 1
—e bkeal (mol 3x10 = |}

= £

En equilibrio, hay ~10'"mas G3P que cis-enediol (or 10-"" menos cis-enediol que G3P).

Si la proporcidn de [cis-enediol] con respecto a [G3P] es de 10°, se pliega mejor en
presencia de la enzima TPI.

(Pero como sabemos que las enzimas disminuyen la Ea de la reaccion mediante su union al
estado de transicion?

- Porque los andlogos del estado de transicion (moléculas estables que semejan el estado de
transicion) se unen a la enzima mejor que el reactivo o el producto.

El papel de las enzimas en las reacciones quimicas:

- Una reaccion puede ser exoergdnica, pero tener una alta Ea; por lo tanto, se necesita una
enzima para disminuir la Ea.



- Una reaccion puede ser endoergonica, no pudiendo avanzar si no se empareja a una
reaccion exergonica. Una enzima puede catalizar la reaccion emparejada, permitiendo asi el
avance de la reaccion.

Reacciones exoergonica ( G<0), Reacciones endoergonica ( G>0).

84. Cinética enzimatica (Cinética de Michaelis-Menten, 1913)

Podemos ilustrar el mecanismo de reaccion de las enzimas del siguiente modo:

K K
1
S + E#ESL)P +E

2
S = sustrato
E = enzima
ES = complejo enzima-sustrato
P = producto

K1 = Constante de la reaccién directa (hacia la derecha)
K2 = Constante de la reaccién inversa (hacia la izquierda)
K3 = Tasa de la reaccién directa

Ki= ((# moles/L de S formados)/seg)/((# moles/L de)(# moles of S))
=1/ (mol/L x seg) unidades
Ko= ((# moles/L de S formados)/seg)/((# moles/L de ES)
= 1/sec unidades
Ks= ((# moles/L de P formados)/seg)/((# moles/L de ES)
= 1/seg unidades

1) Tasa catalitica

La tasa catalitica equivale al producto de las concentraciones de ES y Ks.
V =Kj3[ES] V = velocidad o tasa de reaccion

2) La fraccion (f) de enzima unida al sustrato es:

[f'.f}'] N _
=1 [H;, ] concentracion total de enzimas
E,

|ES]= Concentracion de enzimas ligadas

[ = porcentaje de enzimas ligadas al sustrato



K, = Ry

k =— Constante de Michaelis
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Kmes una medida de la afinidad de una enzima por su sustrato.

;Cual es la fraccién (f) de enzima ligada cuando:

1) [S] = Km Fraccion de enzima ligada = 2
[s] O Is] qs1

- = =1/2
S|+ K, [S]+[S]  218]

f —=
/

2) [S] << Km Fraccién de enzima depende de la afinidad de la enzima por el sustrato
[S]
f\. m
3) [S] >> Km Fraccién de enzima ligada es 1 (la enzima esta limitada — toda unida al
sustrato)

sl

1S

La tasa de reaccion es V = K3[ES]; si la sustituimos en la ecuacion:

. . Al
1t B
N
[F]= ksl £y |m%

La maxima tasa de reaccion (Vmax) la obtenemos cuando la enzima esté saturada con el
sustrato (cuando [S]>> Km) y se aproxima a 1 (f=1).
5]
[%] + h m
V=K3[ET] (1)
Vmax = K3 [ET]

Por tanto, esta es la ecuacién Michaelis-Menten:



o Tals]
S+ K.

Observe la grafica de la velocidad de reaccion como una funcion de la concentracion de
sustrato [S] para una enzima que obedece la cinética de Michaelis-Menten:

<

? _  — — — — — —  — — — — — Vi
o 2) Velocidad maxima
c .

i . . de reaccion

d La V es independiente de la [S]

a

d

d

e

HOo=00R0m=

=
=

S B Concentraccién de sustrato [S]

1) Cuando la [S] es baja: V = Vmax [S] (La [S] en el denominador ya no es significativa).

Km
2) Cuando la [S] es alta: V= Vpmax [S] ( El valor de Km en el denominador no es
[S] significativo, asi que V = Vpx).

3)Cuando la [S]=Km: V= Vpna [S] (Yaque Km=[S]), porloqueV =" Vpax
[SIH+[S]

Km es la [S] a la cual la mitad de la enzima esta ligada al sustrato.

;Cual es la velocidad de formacion de productos?:

Para la [E], para la [S]:

N
[V = k5[ Ey |m%

Cuando la [S] es pequena, la mayor parte de la enzima esta libre: [E] = [E:]



KT

h‘ L
Resultados (turnover): N° de moléculas de sustrato “tocadas” por la enzima por unidad de
tiempo para formar producto.

V = K3/ Kmn= Kecat

Para la Triosa fosfato isomerasa:
Ki=10*1/(moles x seg)

K2=430/seg
K3=430/seg
K3/ Km= Kcat = (10* productos)/(reactivos X enzimas X seg)
K,K, .
L ==22=47x10"M
1
5 i3 4300
K,/K =

© " 4.7x107 (moles)(seg) /|

- La tasa de reaccion de la TPI solo esta limitada por la difusion; cada vez que la TPI
encuentra G3P, lo convierte en DHAP

- La tasa de difusion es ~10% (por tanto, la enzima rara vez se encuentra con sustrato).
- La TPI es, sin embargo, cinéticamente perfecta: cada vez que encuentra sustrato, lo
convierte en producto.

7.012 Informacion adicional de Cinética enzimatica (fecha: 9/10/97)... véase el
suplemento del Capitulo 6 del libro de texto de Purves et al.

Bioquimica IV: Metabolismo de Energia

Revision de Cinética
Estructura del ATP a pH 7.0:
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Hay una gran repulsion electroestatica entre los grupos fosfato con carga negativa.
La hidrolisis del ATP en ADP + Pi libera energia libre y reduce el nivel de repulsion.
(Como se fabrica el ATP (la moneda de energia para la célula)?

A través de un proceso denominado glucolisis (“gluco” — azucar, “lysis” — romper)
En la glucolisis, 1 molécula de glucosa se convierte en 2 moléculas de piruvato.

Glucosa (CBH1 5.'06 j

3

2ATP .. 4 ATP La glucolisis tiene lugar
+ —31 Glucolisis |—> -
2NAD 9INADH en todos los organismos
Metabolismo I
anaerébico )
(sin oxigeno) 2 Piruvato Metabolismo
ZNADH INADH aeroblcf)
ONAD™ d/ \EQN AD* (con oxigeno)
Lactato Etanol + C0, ATP
(i6n del 4cido lactico) (Fermentacion) Cklelde )
Se forma en el miisculo con  Ocurre en levaduras También llamado Ciclo de los Acidos
poco / nada de oxfgeno Kratle Tricarboxilicos o el Ciclo del Acido Ctrico
&TF
Todos los organismos llevan a cabo la glucdlisis; sin
embargo, el final del piruvato varia dependiendo del c:oﬂ
organismo y de las codiciones (presencia o ausencia de Se producen ATP y NADH.
°’“5°“‘:9 ' El NADH se oxida a NAD+ con sintesis de ATP en las mitocondria
PRODUCCION NETA DE LA GLUCOLISIS: 2 ATP (fosforilaci6n oxidativa)

SE PRODUCEN 36 MOLECULAS DE ATP



Eficiencia energética de este proceso:

Con oxigeno: CsH;,06 — 6CO, — 6C0, — 6H,0 produce 686 kcal/mol
36 ATPs
Sin oxigeno: C¢H;,06 — 2 lactatas — 2 ATPs

CsH1206 = 2 etanol + CO, — 2 ATPs

La glucdlisis tiene lugar en el citoplasma de las células, no requiere oxigeno y sucede en
todos los organismos.

~ Hace unos 3.500 millones de afios: no habia suficiente oxigeno, por lo que los
organismos llevaban a cabo un metabolismo anaerébico.

~ Hace unos 2.500 millones de afios: ya habia el oxigeno necesario para el metabolismo
aerobico.

La glucdlisis puede realizarse en extractos de levadura (esto es, no hace falta levadura viva,
sino solamente enzima. La palabra “enzima” quiere decir “en levadura”).

La glucdlisis tiene dos fases:
1) Fase de inversion de energia (utiliza ATP).
2) Fase de generacion de energia (fabrica ATP).

Resumen de las reacciones de la glucolisis:

Consiste en 10 pasos: el carbono 1 6 del azicar es transformado en moléculas de carbono 2
3.

AT AT
GIUCDSEI b..ﬁ) Glucosaf(E) JFructosas-P “x./') Fructosa 1.6 — hifosfato 3
CYams (D)7 (G (3) () ()
B Bhesphate et =

Qrvay

Dﬂudrnxlacetnna fosfato + Gliceraldehido 3 — fosfato DHAP __; Gap
|~._ (L& ..._.-_- ; "-I |:L: I
3 \q) g' (3 i}

AL op. AU

2 Moléculss de G3P Ny (1.3-hisfosfogticerata)

P 2ATF

= —

i 1 (&) () ()
2 (3-fosfoglicerato) } 2(2-fosfoglicerato) } _Z(fofoenolpiruvato)
ACE JATT . Usando 2 ATF, se forman 2HADH v 44TP
s ; E(PII'IJ‘F.FELT,EI_;I Produccidn neta: 2 ATP v 2 HADH a partir de una
i T molémla de ghirosa.
o e El HADH se regenera a HAD+ a medida que el

piravato se convierte en lactato o etanol (en
condiciones anaercbicas] o que el pimavato se

oxida a CO2 {condiciones asrdbicas).

Nota importante:
La reaccion G3P«—— DHAP tiene un G°’ = -1.86 kcal/mol.




Sin embargo, en la glucdlisis, la DHAP se convierte en G3p; por lo tanto, el G°* de esta
reaccion es de | + 1.86 kcal/mol!

(Como se desarrolla esta reaccion en las células?
Como el G3P se usa en mas reacciones, el [G3P] disminuye, lo que desplaza la
reaccion a la derecha, creando mas G3P.
Aunque el G°’> 0, el valor G < 0 debido a la tasa de productos / reactivos.

AG = AG® + RT In [PRODUCTOS]
[REACTIVOS]

En la célula, todas las reacciones avanzan hacia adelante porque G < 0 (que se logra
manteniendo un ratio 6ptimo de productos / reactivos).

TABLA de los valores G°’ y G de las reacciones en la glucolisis.

Observe que muchos G°” > 0, y sin embargo, todos los valores G son < 0.

Por lo tanto, jla reaccion procede a formar piruvato!

Una kinasa es una enzima que afiade un grupo fosfato a una molécula.

Regulacién de rutas
El objetivo de la glucolisis es fabricar ATP. El ATP fabricado se utiliza para otras
reacciones celulares (reacciones biosintéticas, transporte, etc.)
- La célula percibe el ratio de ATP / ADP.
Ej. Cuando los musculos estan esforzandose, el ATP se convierte en ADP.
- Si el [ATP] es alto, la glucdlisis es baja.
- Si el [ATP] es bajo, la glucdlisis se pone en marcha (un aumento del ADP
activa la glicdlisis).

Las velocidades de reaccion (v) de las enzimas en la glucdlisis se pueden cambiar
modificando las variables en la ecuacion:

e S
[V]= k[ Ey |_[ ][ ] .
S+ A,
Para aumentar la tasa de la glucolisis:
1) Aumento [7E], fabricar mas enzimas (nueva sintesis).
Ej. Tras comer muchos carbohidratos — los niveles de piruvato kisana aumentan.

2) Aumento [S], si se aumenta la cantidad de sustrato, entonces aumenta la fraccion
(f) de enzima ocupada con sustrato:

__1s]
=
S+K,,
3) Si se cambia Km — la tasa de reaccion puede verse afectada.

o Si Kmes mas alto — tasa mas lento.
o Si Kmes mas bajo — tasa mas rapida.




El Km de una enzima puede ser modificado cambiando la forma del sitio activo (sitio
catalitico) de la enzima.

Ejemplo:
Sustrato

LCentro activo

El sustrato se une al centro activo y se convierte en
producto.

Las moléculas también se pueden unir al centro
alostérico.

La unién al centro alostérico Eproducc que la enzima
adopte una conformacion diferente.

“alo” — otro

Centro de regulacion o .,
gul “stérico” — conformacion

(CENTRO ALOSTERICO)

La unién de los reguladores al sitio alostérico conduce a un cambio en la forma de la
enzima — lo que afecta al Kmde la enzima.

-Si disminuye Km » aumenta el ratio (v) porque f también aumentara.

-Si aumenta Km — disminuye el ratio (v) porque disminuye f.

La ligazon de los reguladores en el sitio activo hace que el sitio activo cambie. La posicion
de algunos aminoéacidos cambia unos pocos amstrongs — suficiente para inactivar la enzima.

Regulacion de rutas:

Regulacion por retroalimentacion (feedback) y proalimentacion (feed-forward o
retroalimentacién positiva )

Se regulan la mayoria de las enzimas que catalizan reacciones en rutas bioquimicas.
Ejemplo de ruta:

1) F puede actuar como un inhibidor de la retroalimentacion de la enzima que cataliza el
paso C— D (1° paso limitante en la sintesis de F).

® O _-——o

;-*"i" h"-'\s 1 - =

A—)BT)C—)D—}E—)F
2

K G >H >[

SN _

2) I puede actuar como un inhibidor de la retroalimentacién de la enzima que cataliza el
paso C— G para ralentizar la tasa de ese paso.

3) Tanto I como G, juntos o por separado, pueden actuar como inhibidores de la
retroalimentacion del paso A— B.



4) A puede actuar como inhibidor de la proalimentacion (o retroalimentacion positiva) del
paso B— C para aumentar la tasa de esa reaccion.

Ej. Si se tiene demasiado A (esto es, si A se esta acumulando), la reaccion puede ir al paso
que limita la tasa, disminuir el Km de la enzima y acelerar la reaccion.

En general, el producto final de una ruta suele regular el 1° paso limitante de la ruta (o el
primer paso que requiere una enzima).

En la glucolisis, determinadas enzimas son reguladas para que la tasa de glucolisis se pueda
aumentar o disminur en funcién de los requisitos energéticos de la célula.

Regulacion de la enzima hexokinasa:

Glucosa T ) Glucosa 6-Fosfato

Paso catalizado por la hexokinasa

La G6-P inhibe a la hexokinasa si la glucolisis es bloqueada o ralentizada.
Regulacion de la enzima fosfofructokinasa (enzima PFRK):

ATF ALF

Fructosa 6P N ) Fructosa 1, 6-bifosfato
C
C 6) @ (Cﬁ}

- EI ATP actia como inhibidor de la enzima PFK.

- A una alta [ATP], el ATP se une al centro alostérico y cambia la actividad catalitica de la
PFK (aumenta el Km).

-A una baja [ATP], el ATP se une al centro activo de PFK y activa la PFK.

-Una alta [ADP] activa la PFK.




