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Miriam Avarer Velasco

El manual esquemdlico de bioquimica general para la carrers de deneéniz en Aimendas, prelende ser un molerial
diddctico aclualizado que apoye el curso ledrico de lo malerio, pora de ésta manera faciltor y reforzar lo
comprension de los principios bioquimicas y motivar de inmediato a los estudiontes, adn si tienen arientaciones
acodémicas muy diversas.

£l monual comienza con capilulos sobre fo estruclura celular y alqunos principios de quimica arganica de relevancia
respecta a los biomoléculos; de esle modo puede resullar Gtit pora aquellos cuyos conocimientos de bilogia seon
minimas. Despuds de considerar las prapiedades del agua en el capilula 3, se describe can detalle la estructura y fos
funcianes bialogicas de los aminodcidas y proteinas. Las enzimas y la regulacian de lo actividad enzimdtico se tralon
después en prafundidod. En sequido, e manual se ocupo de lo bienergética y del metabolisma celulor. Uno
instruccion completa acerca de lo bioenergélica de o célula va sequida de discusiones delallodes sobwre lo gluctliis,
el ciclo del dcido citrica, el transporte electronica y la fosforilacian axidativa, asi coma de o fotasintesis.

Se lrala posteriarmente un capitula de biologio malecular, debido a su importancia, ya que los conocimientos sabre
esto dreo de lo bioquimica von creciendo de un modo csombrasa, obleniénda logras y descubrimienlos
espectoculares, por citar algunas ejemplos; ¢l incorporar genes en el interiar de los célulos de olras especies, y el
empleo de éstas células "productoras” pora elobarar muchas proteinas nuevas, que son de uliidad desde distintos
puntas de vista. Realmente ha comenzada una nueva era en la genélica bioquimica, que sin duda influirg en muchas
aspectos de lo solud y del camportamienta humana en los afos venideros.

Pasleriormeale se trota lo quimica y melabolisma de carbohidratos y lipidas, temas de gran relevancia poro todo
Ingeniera en Aimentos o profesional del req, ya que una porte importante del manejo odecuado de los alimentas,
se bosa indiscutiblemente ¢n ¢l canocimiento basica de los componentes que la canforman.

Una de los partes importantes de o bioguimica san los técnicas instrumentales y de laboraloria; por consiguiente, en
¢ dltima caplulo se presentan, los explicacianes y los esquemas de varias métodas. .

Estas explicaciones dan a los estudianles la oportunidod de conacer técnicas especificas, camo la cramatogrofio por
intercambio idnico, la electraforesis y el enfoque isoeléclrico, entre oras,



Miriam Alvarez Velasco

En nuestra focultad se imparten cursos de Bioquimica a los carreras de MV.Z, Ingeniera Agricola, Q.F.B,,
Quimico, e Ingeniero en Aimenlos, yo que es uno asignoturo esenciol de los ciencios biologicas, osi
mismo en evaluaciones efectuadas por diferentes instoncios de lo focutad, ésta asignotura es
considerada con alto indice de olumngs na acreditadas, sobre todo en las cuatro primeros corrercs.

En lo correra de ingeniero en alimentos, se imparte lo gsignotura de bioquimica general en el cuarto
semestre de lo corera con dos o tres grupos por semestre. El pragroma de lo osignaturo o pesar de
presentar temas basicos, se enfrenta can el prablema de que con cinco horas a lo semana de close, no
es suficiente pora cubrir de la mejor monera el contenida del curso, y limita el poder efectuor aclividades
camplementarias de aprendizaje que podrion hacer mas eficiente ¢l proceso de ensefionzo.

Por otro lado, la asignature, como cosi todes las de lo carrera Gnicomente cantempla una porle tedrico,
siendo dificil involucrar ol olumno en conocimientos que requieren de los principoles herramientas
experimentoles de lo bioquitica,

Asi mismo, lo ciencia de la bioquimica como la mayorio de los ciencios biologicas, se encuentra en
constante ovance, lo que hoce necesario una permanente octualizocian de los canocimientos y por lo
tanto de lo bibliogrofio utiizado tonta por el persanal acodémico coma por los estudiontes de los
diferentes correras.

Par ‘lo anterior, se decidio iniciar un {rabajo bibliogrdfica, que permitiera elaborar un manual esquemalico

de bioquimica, que aunque se propone camo apoyo didactico paro la bioquimica general de lo carrera de



Miriam Avarez Velasco
Ingenieria en Alimentas, puede ser de uliidad pora los olros sicle cursos de bioguimica que se ofrecen o

los carreras anles mencionadas,

En éste manual, se presentan, foblos, figuros, esquemos, rulas melabolicus de importancia en los
diferentes unidodes programdlicas del curso, asi coma una breve introduccion def tema correspondiente,
con ¢l proposito de que ol ulilizarlo coma maleriol de apayo por estudiontes y profesores, no salo serd
un elemenlo que fucilite el aprendizaje, sino que favorecerd lo porticipacion del estudionte en formo
acliva a lo lorgo del curso, asi mismo, puede permilir el disminuir un poco el tiempo utiizada en lo
revision de los diferentes unidades,

Este manual presentard odermds una unidod correspondiente a lo melodologic mas importante ufiizada
en el laboralorio de docencio e investigocian en bioquimica, en ella se presenton en fama esquematico
los principales fundamentos de los métodos del andlisis bioquimico, osi camo de los principales equipos

utilizados con estos propésitos, lo anteriar solo se presenta en algunos textos especializados.
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OBJETIVO GENERAL

Revisar, evaluar, seleccionar, y sintetizar en base of programa del curso tedrico, ef materidl didactico que
servira de opoyo of proceso ensefonza-aprendizeje pora o moterio de bioguimica generdl, impartida en

o carrero de ingenieria en olimentos,

OBJETIVOS PARTICULARES

1, Electuar revisiones bibliograficas, que permitan identificor Jos textos mas actuolizados y que
proparcione los mejores materioles esquemdticos que apoyen los unidades def curso tedrico.

2. Sefalar en los diferentes capitulos una introduction y odemas modelos de aplicacion en el campo de
los alimentos.

3. Flaborar un copitulo que ilustre los fundamentas experimentoles de lo bioquimica,



Mriarm Avares Velssoo

OBJETIVO GENERAL

o los olumnos comprenderdn los propiedodes fisicoquimicas de fos componentes moleculares de los
sistemas biologicos.

o Describir los formas por los cudles se gsocian los componentes moleculores, paro permilir niveles
superiores de orgonizacion en fo célulo,

o integrar los diferentes procesos bioguimicos que ocurren en los células.

e Explicar lo importoncia de fos conocimientos de fas moléculas biologicas, en fo ciencio y tecnologio de
los olimentos,

OBJETIVOS PARTICULARES

e Concluir lo importancio de lo bioquimico en los ciencios biologicas y pora ef Ingeniero en Alimentos.

®

Describir los diferencias que existen entre célulos procariontes y eucoriontes,

Revisar fos aspectos mas importantes de lo composicion y estruclura de los orgonelos celulores.

Justrar fas principoles propiedades fisicoquimicas del agua que son de importancio para los sistemas
biologicos.

Reafirmor fos conocimientos de f quimica de los aminodcidos y contrastar los diferentes propiedades

funcionales de los proteinos.
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Integror los diferentes propiedodes de los cololizadares biologicos, que. permiton comprender su
importancio para el metabolismo celular asi como puntualizar su aplicacian en diferentes campos de
lo industria.

Distinguir los carocteristicos estructuroles del Adenosin trifosfolo (ATP), que le permilen ser lo
moléculs mas importante en los procesos de transferencio de energia en lo moléculo,

Agrupar lgs diferentes etopos de lo respiracion celulor, que permiten lo obtencion de energia

o partir de los principales combustibles de nuestros dlimentos.

Reconocer los diferentes componentes estructurales de los dcidos nucleicos.

Revisar los eventos moleculares implicodos en lo replicacion del molerial genélico y diferenciar los
procesos moleculares que permiten lo expresion genético.

Demostrar las principales funciones y propiedades de los carbohidratos y revisar los rutas melabolicos
mos importantes que involucra o los carbohidratos.

Resumir los funciones y prapiedodes de los lipidos en los sistemas biologicos asi como

modelar los principoles vios melobolicas de ablencion de energia para los lipidos,

Verificar lo metodologia mas camin de lo coracterizacion de los proteings.
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La bioquimica es el estudio de lo base molecular de la vida. (1)

£l objetivo fundomental de lo ciencio bioquimica es el determinar como inleractdon unos con olros
los conjuntos de moléculos inertes que constiluyen los orgunismos vivos o fin de mantener y
perpetuor el estodo vilal. Indudablemente que lo bioguimica proporciona explicaciones impartantes y
aplicaciones practicas en medicing, ogricullura, nulricion y en lo industrio, pero su preocupacion
ultimo es el prodigio de lo vida y de los organismos vivos. (27)

Los moléculos de los que se componen los organismos vivos cumplen todos los leyes familiares de
lo quimica, pero lombién se influyen enlre si de ocuerdo con alro conjunta de principios a los que
nos referimos colectivamenle como lo figi mokeculer de! estady_wi/. Son un conjunlo Gnico de

relacianes que carocterizon lo noturalezo, lo funcion y los interocciones de los Aimotculss , os

decir, lo close de moléculas que se encuentron en los organismos vivos. (z6)

fxisle un gran interés y oclividod en lo bioquimica aclual por varios rozones.
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e En primer lugor, porque chora se comprenden las bases quimicas de alqunos procesos centrales

de lo biologia.

» En sequndo lugor, existen vios moleculares y principios comunes que son lo bose de lus diversos
expresiones de vido, Orgonismos ton diferentes como lo bacteria £ co/ y el hombre, tienen
muchas coracleristicos comunes a nivel molecular, (#)

o En tercer lugor, lo bioguimica influye muy profundamente en lo medicina, (dilucidondo p. ej.
errores innotos del metabolismo y meconismos moleculores de muchos enfermedades). (1)

« Cuarto el ropido desarrollo de o bioguimica en oftos recienles‘ ha permilido o los investigodores

resobver olgunos de los mos desofiontes y fundamentales problemas de lo biologio y de lo

medicina, (1)

o En los dltimos décodos hon oumentada en forma muy considerable nuestros conocimienlos sobre
bioquimica; el descubrimiento de los rutos metabdlicas uliizadas por los célulos, lonto de
onimales como de vegeloles, ho hecho que con bose en lo bioguimica hayan nocido otras
ciencios, como lo enzimologio, que liene una gran imporlancia en alimentos; p. ej., ¢l control
celulor de lo activided enzimatico disminuye una vez recolectodos los alimentos, por lo que los
subslrotos eslon mds expuestos o lo hidrolisis y o lo  oxidocion. Lo produccion creciente de
alimentos frescos refrigerados ho hecho que oumente el conocimiento sobre lo capacidad de los

enzimos paro alterar el color y producir manchos en los alimentos. (3)
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+ £l bioguimico de los alimentos debe ser capaz de justificor frente ol fabricante y el consumidor

lo aptimizacion del conlenido de nulrientes en los oimentos. ()

o En ¢l fuluro lo bioguimica de los olimentos serd copoz de disehor nuevos formos de
intensificacion de los oromas y sabores de los dlimentos lanla frescos coma congelodos y
fermentados. (s3)

« Los agencios regulodoras estan modificondo sus recomendaciones acerca de la ingesta diorio de
proteinas, grosos, minerales y vitominas por grupos de poblacion, de forma que todos estos
factores han hecho que los fabricontes de praductos alimentarios reexaminen sus ingredientes y
reevalien sus pracesos, ()

o Pora toda Ingeniera en Alimentas, Tecnaloga en Alimentos a profesianal del drea es indispensable
conacer lo bioquimica de los camphnenles basicos de un alimenta, con el fin de transfarmarlo
de lo manera mas adecuado; pracurando que su valor nulricional, asi coma sus caracleristicos
de sabor, y en olgunos casos de lexlura y apariencia no sc pierdan, o bién se mejoren, £l
conocer los prapiedodes de un companente alimenticio puede sernos itil para lagrar mejaror lo

apariencia de un alimento procesado o natural.
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Mediante un proceso no camprendido fodavia y en un espacio de tiempo dificit de caleulor elementos

loles como el corbono, oxigeno, hidrogeno, nittogeno y fasforo se combinaron, dispersoron y
recombinaron para formor una serie de moléculos hosta consequir una combinacion - copaz de
outorreplicarse. Por evolucion continua y lo formacion de moléculas cada vez mas complejos, el entorno
de estos motéculos autorreplicativas quedd encerrado por uno membrona. Esta mejora confiria o los
moléculas la importante ventojo de que ellas podian cantrolar hasta cierto punto su propio entorno . Lo
vida tal y como ghorg lo conocemos, habia aparecido. Conjuntamente can la vida se establecid la unidod
funcional y vital la C£Z¢4A. Con el paso del tiempo se desarrolloron una serie de célulos y su quimica y
su estructurg se hicieran mos complejos. Muchos de los reacciones que tienen lugor en los célulos se
pueden repelir en el tubo de ensoyo, pero el reto de lo investigocion bioguimica es descubrir los
meconismos que eston delrds de lo forma orgonizado y controlodo en que las células reolizan estos

reacciones. {13)
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Los compuestos orgdnicas mas s rtu de los cuales se construyen los orgonismos vivos son
los flamodos biomoléculos, Estos compuestos sillares, fueran seleccionados durante el cuisa de lo
evolucion biglogice par su copacidod pora desempenior funciones celulares especificas. San idénticos en
lodos los arganismos. Los biomaléculos se relacionan entre si y ejercen sus interacciones en una especie
de logico o “juego" molecular, EI tamofa, lo forma y la reactividod quimico de los biomoléculos, les
permite no solomente desempefiar el papel de sillores de lo intrincodo estructura celular, sino porticipor,
lombién, en su dinomice; es decr, en los lronsformaciones de energio y de molerin de
autamantenimiento. Par ello, los biomoléculos deben examinarse desde dos puntos de visto, ¢ del

quimico y el del bialago, Lo bioquimica es superquimica. (1)

ANIMAL ORGANOS
ALIMENTOS <rm ORGANISMOS quumm Y <guume TRIIDOS
BTAL SISTEMAS
VIDA
BIOMOLBCULAS ASOCIACIONES -p ORGANELOS -p CBLULAS
dc.nuclefcos SUPRAMOLECULARES
14pidos (sin membrana
proteinas celular)
polisacéridos virus,ribosona,

cromosona

MNOLECULAS

NOLECULAS BLOQUE

nucleétidos INTERMRDIARIAS PRECURSORAS
aminofcidos piruvato H,0,amoniaco, CO;,N;
monosacéridos lactato
ac.grasos citrato

gliceraldehido |xmgs(c,n,o,u.p‘s|

Figura 2-1 Niveles de Organizacion.
FUENIY. ALBERTS, ETAL1990 ¥ DARNEL, )..1983
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Figura 2-2 Hustracion manuscrita de Leonardo de Vini: "Las proporciones del hombre", En el cuerpo
humano adulto hay unas 101 células, cada una de ellas constituida por un conjunto de biomoléculus en
proporcion especifica y poseyendo una ultraestructura caracteristica, Las células estin agrupadas en
tejidos y éstos en rganos, los cuales, por su parte, constituyen sistemas de drganos, de modo que sus
actividades bioquimicas se hallan coordinadas maravillosamente en un organismo que no solamente
existe y ejecuta, sino que también piensa y crea.

FUENTE. LEHNINGIR1 991
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2.3.1. HECHOS IMPORTANTES QUE REVOLUCIONARON A LA BIOLOGIA
CELULAR

1. El invento de! microscopio. Anton Van Leewenhaek (1590-1610).
2. Postulacion de fa Teoric Celular, Motthias Jacob Schieiden y Theodor Schwann{1835- 39),
3. € Postulodo de! Modelo Estructural del ADN, James D. Wetsan y Francis HC. Crick (1953).
2.3.2. DEFINICION DE CELULA.
Es lo unidod funciona! que gsocioda_g_olrgs, permite lo formacion y el funcionomienta de lejidos,
organos y orgonismos, s la unidod fundamental de todos los seres vivos.
Los organismos mds pequenas estan constituidos por una solo célulo, o que cantrasta con lo creencio
de que el cuerpo humano contiene, por lo menas, 10" célulos. Existen muchos tipos de ccluos

diferentes, que varion en lomafo, de forma y en funcianes especializadas (fig. 2.3). ()

BACTERIAS
PRCCARIOTAS ZALCAS CIANOF [CEAS
105 célulos vivas se pueden dividir en 2 grondes grupos, LEVADURAS
de acuerda con diferencios microscopicos y bioquimicas. HONGOS

EUCARIOTAS = CELULA VEGETAL

CLLULA ANIMAL

Figura 2-3 CLASES DE CELULAS. Procariotas y Eucariotas,
FUENTL. DARNEL 1988
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Dougherly fue el primero en proponer, en 1957, los adjetivos procatidtico y eucaridlico pora describir o
los célulos. [stos {érminas son de uso comdn en lo aclualidod. Por definicion, (Conn-Stumpf).

2.2.3. LAS CELULAS PROCARIOTICAS
Son aquellos que presentan un minima de organizacion interna, No poseen componentes del tipo de los
arganelos recubiertos por una membrono, su material genética ton poco esta encerrado en uno
membrana nuclear y sus DNA san incapoces de farmor complejos can los histanas (de hecho, no se
encuenlran histanas en éstos célulos, ver capitulo 7), su reproduccian sexual no se efectia medionte
pracesas de mitosis ni de meiosis y su sistemo respiratorio se osocio intimomente o su  propia
membrana plasmatica, (31

2.3.4. LA CELULA EUCARIOTICA
Tiene uno estructura interno bostonle desarrollado; asi coma gran nimero de arganelos caracteristicas
separados por membranos; en el niclea se locolizan los componentes informativas que colectivomente se
denominan "cromating” (ver cpitulo 7). Lo repraduccion cborca ombos procesas, ko mitasis y lo meiosis;
lo respiracion se localiza en lo mitocandria y en los células vegetoles lo conversian de energia radionte o
energio quimica se reoliza en los cloraplastos. (sX13)
En lo tabla 2-1 se hace uno comporacion general de las células de tipo pracaridtico y eucuriatico; y en

la figura 2-5 y 2-6 se muestron ejemplos de estos dos grupos de célulos,
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bacteriss fotosintetizadoras

otrss purpuras no del azufre y
baclerias sus patientes o clancbacterias plantas enimales hongos
{otosintetizadoras

A

[ m«t ancestial ]

-

V. il

"M b S

TIEMPO

ijo de los

I

l procariota ancestral

figura 2-4 Hipotético ongen de los eucariotas, por simbiosis de procariotay aerdbicos y anaerdbicos
FUENT. ALBFRTS ET.AL 1990
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Tabla 2-1 Comparacién Entre Organisios Procaridticos Y Eucaridticos,
PROCARIOTAS EUCARIOTAS
prv—— T PROTISTAS HONGOS,PLANTAS ¥ WWALES
CANOBACTERAS
TNURO CELUAR | GRAUMENTEDE 1A 10| GRALMENTE, DE 10.A 100 um EN
um EN DIVENSION LINEAL | DIMENSION LINEAL
METABOLISMO AVIEROBCO 0 AROBICO | AEROBICO
ORGANELOS POCOS 0 NINCUNO NUCLEO MTOCONDRACLOROPLASTO, FIC.
DA DNA circulr en el DNA ORGANIZADO N CROMOSOMAS Y
cloplasmo RODEADO POR LA EWOLTURA NUCLEAR
RNAYPROTEINA | RNAY PROTEINA RAA SINTETIZADO Y TRANSFORMADO) EN EL
SNTETIZADOS EN £L NUCLEO;PROTEINAS SINTETIZADAS EN EL
MSHO CoupARTMENTg | CTOPLASWA
CITOPLASMA SN CITOESQUELETO CIOESQUELETO FORMADO POR FILMENTOS
PROTEICOS
DVISON CELULAR | POR FISION BAARW, ENTRE | POR MTOSIS (0 MEISI)
OTRAS.
ORGANZACION CELULAR | PRNCPALMENTE PRNCPALMENTE PLURCELULAR, CON
UNCELUUR DIFERENCACION D (S CELULAS
RIBOSOMAS 708 805
MEMBRANA PIASMAT. | MENOS COMPLEA MAS COMPLESA
RET. ENDOPLASM. | NO g
APARNTO DE COLGI | NO s
PARED CELUUR DF, COMPOSICION S0L0 EN CVEGETAL
L1S0S0MA NO g

FUENTE, ALBEXTS. ETAL 1990
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CELULAS PROCARIOTICAS
Spm
>
e | < ou
Eecharichia coli  Anab e

{bacterls) {bacteria fotosintétics)

CELULAS EUCARIGTICAS

Sapm, 10um,

O
Saccharomycas carsvisise Chiamydomonas
{lavadurs) {alge verde)

Céluls
nervioss
humans

Célula hepética humana

ctla vegetal

Figura 2-5 Algunios ejemplos de células procariotes y eucariotes,
FUENTE. DARNEL (968

A Seplo Mesosoms

Pared Membrans
Plssmibtics

Figura 2-6 Célula procariote tipica, Célula bacteriana,
FUENTE DARNEL 1938
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Reticulo
sndaplasmatico
liso

s
x
\)L CE

Mitocondris

Pequsisa
veaicules
mambranosas

m”';'::';" ” smiico Citoesguelsio

filamentoso Cantrioios

Mambrane

Raticulo endoplt I iy

rugoso filsmentoso de Golgl

Figura 2-7 Tipos de célula eucariote, a) Célula tipica animal. b) Célula tipica vegetal.
IVENTE. DARNEL 1968
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A conlinuacion  se muestro, lo composicion molecular predominunte de los diferentes elementos

estrucluroles de una célulo vegetol,

LIBH Prouinds Pobmc i, Apart s ol

Figura 2-8  Distribucion de biomoléculas en una célula vegetal.
JUENIE. MATHEWS,1990
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CELULA ANIMAL o sk do e che " CELULA VEGETAL  cone ubrno do une cbda
::‘r:uuu o AWkt g dorplaso,
[ T
4 reticulo -
3 sndoplasmitico

sparato complejo
de Golgi

filsmantoso

peroxisomas.

Figura 2.9 Diferenciss entre La célula animal y s vegetal.
TUENTE. AIBEXTS. ETAL 1980

Tabla 2-2 Dimensiones De Algunas Estructuras Bioldgicas.

ESIRUCTURA DIMENSION LONGITUDINAL nm
ALANINA, UN AMINOACIDO | 05

GLUCOSA, UN AZUCAR 07
MIOGLOBINAPROTEINA PEQUERA 36
HEMOGLOBINA 68

RIBOSOMA OF E.col 18

CELULA HEPATICA 20 000
CLOROPLASTO DE CELULA DE HOJA DE ESPINACA 8 000

TUENTE LEHNINGIR, 1991
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-2.3.8. ESTRUCTURA Y FUNCION DE ORGANELOS CELULARES EN Ei

\

EUCANIOTE
€l Sistema de Membranas de la Céhula

MEMBRANA PLASMATICA RETICULO
ENDOPLASMATICO

tlllmhomnodolocmlonummbumwiu.

une cope continus de moléculss liidicas de unos 4-5 nm Cisternas, siculos v tubos splenados de sistemas
de grosor, on la que estdn incluides varias proteines membrenceos

90 extionden por todo el citopissms de
188 chiuies eucaridticas, rodeande un amplio espacio
intraceluler. Lo membrang del RE se halla en continuided
eotructursl con fa membrena esterna de 1s envoltura nuciesr
vmwmhmwvondummodo

Nipidos y proteines de

E nmculo andoplasmitico ummn €1 1uij0sa) ee susle
preventar como séculos lohm‘ol y ostd exteriormente
recublerto por ribosomas, dedicedos » ls sintesis wouia

APARATO DE GOLG!

ammmmmmmpm..m
Un sistems de séculos w&lldol rodeados de mmbum Y tubular v carece de ribosomas. Su princips)
’ p'Iunm:o.

on, §
hmmﬂculuwnhmdnomh
sxpertecion 8 otros orgénuios

Mdénummondmmhdum

rs?i'.iSbsoms ‘ PEROXISOMAS
vesicules rodesdas de 7 .‘-\\ m&m;

membrang que
contienen snzimes
hidroliticos dmimdo-

"\ contienen

Alrededor del spaisio de oolgl '] om:uml;:n enzimes oxidativos

7 4
membrena (de 50 nm o mayores). Se cree que &) o lsa digestiones i 303. lw"uv:?.‘
transportan materisl del sparato d|¢ G«zllail ' "‘“""“"’“ k___,‘ perorido de
los diferentes compartimenios ds la céluls, 02.08 ym hidrogeno 0205 om

TUENTY. ALBEKIS, ET AL 990
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2.4.1.EL CICLO CELULAR DE LOS PROCARIOTAS CONSISTE EN LA

REPLICACION DEL DNA SEGUIDA DE LA DIVISION CELULAR
£l genoma de una célula procoriatico es una solo moléculo circulor de DNA. En bacterios de crecimiento
rapido, el DNA se replica o lo largo de lo mayor porte del ciclo celulor; cuando termino lo replicacion, se
do inmediotomente lo separacion celular o citocinesis. Aparentemente, los dos hebras hijas del DNA estin
unidas por diferentes puntos o lo membrona plosmatico para osequrar que cada célula hijo recibe ung
copia del DNA. (nys0)
2.4.2. EL CICLO CELULAR DE LOS EUCARIOTAS PUEDE DIVIDIRSE EN
VARIAS ETAPAS
Los diferentes célulos euculib(icus'poseen dﬂefenies tosos de crecimienta y division. Los célulos de
levadura, por ejemplo, pueden diidirse y doblor su nimero en 120 minutos, al igual que los célulos del
embrion de erizo de mar.Lo mayoria de los célulos animales y vegetales en crecimiento tardan de 10 a
20 b en duplicarse, aunque algunas poseen una tosa de duplicacion menor. Hoy muchas células que no
se dividen, como los nerviosos y los del musculo estriodo; aunque ambas contindan lo sintesis de RNA,
proteinas y membrang, su DNA no se replica. (17)5)
Lo replicacion del DNA y lo sintesis de lus proteinos histonas (ver capitulo 7), solo se da en lo fase de
sinfesis (8. de lo inferfase, Duranle este periodo, cada molécula de dable hélice de DNA se replica en
dos moléculos hijos de DNA que son idénticas; los histanas y obras proteinas cronosomicas se unen
rapidamente of DNA recién replicado. Anles y despuds de la fase S hay dos elapas (gop) de lu interfase,

Gy y Gyrespectivamente, en los que no hoy sintesis neta de DNA, pero en los que si puede repurarse el

17
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DNA dofiado. En ¢l periodo Gy se presento crecimiento celulor conlinuo y sinlesis de olras

macromaléculos (RNA, proteinos y membranos). Durante e perioda Gy, fo célula contiene dos copios de
codo uno de los maléculos de DNA que se hallabon en la célulo en Gy, A o lorgo de lo interfose, hay un
crecimiento celular confinuado y sintesis de olros macromalgculos cefulores, toles como RNA, profeinas y
membranos, Finalmenle, fo céulo se dwide en el periodo mitdtico (M); los copios idénlicos del DNA
celulor se distribuyen en cado uno de fos célulos hijos. Se muestra en lo figura 2-10 el ciclo celulor de

uno célule de momifera, (a)si)

Fase S
(Sintesis de DNA)

Figura 2-10 Diagrama de un ciclo celular reproductivo tipico. Ciclo celular de una célula de mamifero
con un periodo de generacion de 16 h. Los tres periodos que ocupan aproximadaruente las primeras 15 h,
periodo G, (primer hueco), la fase S (sintesis), periodo Gz (segundo hueco), forman la interfase, durante Ia
cual se sintetizan el DNA y ofras macromoléculas celulares, La hora testante es el periodo M (mitosis); es
precisamente durante este periodo cuando se divide la célula.

JULNTE. DARNEL 1 983
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ac Tneriwe Tasriwe

Camtidad de DNA en ¢l Nusles (- )
"~
[x]
Velociiad & Siwwals de Histonas ( )

Divisién Mibitica Diviskén Mititica

Figura 2-11  Ciclo celular de una célula eucariética. Esquema que muestra el cambio en 1a cantidad de
DNA (Iinea continua) y velocidad de sintesis de histenas (linea discontinua) durante dos ciclos cefulares,
FULNTE. MATHEWS, 1990
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Figura 2-12 Esquema comparativo entre dos tipos de division celular, Mitosis y Meiosis.
FUENTE MATHEWS, 1950
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2.5.1. FRACCIONAMIENTO DE UN EXTRACTO CELULAR POR HOMOGENIZA-

CION SEGUIDA DE UNA CENTRIFUGACION DIFERENCIAL

1. OMench del tejds, Fragmentacion de dste Peso 3. ™
e con wmurm"w poquohes. del homogeneizado por centrifugecidn dife-
o un mede e on toncial.
looténice o ipor sjample, sacersss 0.28 AA
Pose-2. Homagensizaciin dal iragmente de teido. N
100 00 g/10 me 3
12,00 y W e
[T T
QuS contienen
Ine microssmas ipeguuies
frogmantos de membsene}
. Sobrenadants
ponttibosomel
Sobrensdente 300000 9 4
postmicrosomel i)
Sedimanto que contiene
11bosomee Nves

Metorel resuspendido de

Sacaiose | sedimento obtenido ¢ 12 D009

Lisosomas
dT_..._._._.._‘.‘__‘._'L'_, 1.1:‘ 9/ee: tiretados con detergents)
de denested do .08 .
) glee
gl dand Microcusrpos
Secwose 3.4 1.23 giee
molel

Figura 2-13 2) Homogenizacion y pasos iniciales del fraccionamiento por centrifugacion diferencial, b)
Purificacion adicional por centrifugacion en un gradiente de dersidad.
IUENTE. KARE.1987
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Tubla 2-3 Algusos Coeficienies De Sedimentacion Tipicos.

PARTICULA O MOLECULA COEFICIENTE DE SEDIMENTACION
94005
LISOSOMA
1985
VIRUS DEL MOSAICO DEL 1ABACO
805
RIBOSOMA
285
MOLECULA DE ARN RIBOSOMICO
45
MOLECULA DE ARN,
4,58
MOLECULA DF HEMOGLOBINA

Los coeficientes de sedimentacion (s), en unidades de segundos,

vienen dados por (dx/dl/wex.

Donde:

xes la distancia al cenfro de xotacion en centimetros,

dx/df es la velocidad de sedimentacion en centimetros por segundo

w es la rotacidn angular del rotor de la cenfrifuga en radianes por segundo, Debido a que estos
cocficientes son nimeros extremadamente pequerios, suelen expresarse en unidades Svedberg (S) siendo
18=1 X 10-1%eg,

FUENTE. ALBIKTS, ETAL 1990

Cobe mencionar que no Gnicomente existen fos  mélodos mencionados en ef presente trabajo paro ef

estudio de lo célula . A continuacion les enfistamos dlgunos de los mis empleados.

~Técnicos microscopices.

~Técnicas citoguimicos microscdpics. Los cuoles buscan producir color o algin contraste especial, por
gjemplo moyor briflontez u- opucidod en los lugores ocupodos por componentes especificos de lo célul.

-Radioautagrofio. Por medio de isotopos radiactivos. (24
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2.5.2, MICROSCOPIA

@———-luenlo de fuz ":::l.m:: 'gniz?:dm?l
CD condensador
£ " musstre

<t

objetivo

muesire

IMAGEN SOBRE
LA PANTALLA
DE VISIONADO

GP, oculsr Proyector —. &
N

detector
IMAGEN OBSERVADA {MAGEN SOBRE
DIRECTAMENTE 1A PANTALLA
FLUORESCENTE
MICROSCOPIO MICROSCOPIO ELECTRONICO MICROSCOPIO ELECTRONICO
DPTICO DE TRANSMISION DE BARRIDO

Figura 2-14 Rasgos principales de un microscopio dptico, elecirénico de trasntision y de barrido, Los dos
tipos de microscopio electrénico requieren que [a muestra sea colocada en el vacio,

FUENTE. ALBIXTYS, ET.AL 1990

En el microscapio se uliizon habituolmente los siquientes unidodes de longitud,

pm (micrometro) = 10"°m
nm (nanbmelro) = 107m
R (Angston) = 107m

did 7 d H i

||||||||| IMIIHH luer g Iu||m| lmmn T 'llllllll bt

100 pm 10 ym 100 nm 10nm nm Olnm(l A

B
Figura 2-15 l.ostammoadelucéluhsydesmcmmommsdabu)admsdmmeacahlogmmuca,
junso con el espectro utilizable de los microscopios dpticos y electrénicos.

FUENTE ALBERTS, ETAL 1990
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Todas los células bioldgicas dependen del ambiente para cansequir los nutrientes indispensables para
sofisfocer sus necesidodes encrgélicos, reponer sus componentes y poro crecer. Lo composicion del
gmbiente externo puede voriar de modo significotivo y las célulos poseen unu serie de meconismos porg
gdecuorse o estos variacianes. Ademds, los diferentes compaitimientos inracelulares también lienen
diferentes composiciones quimicos y bioguimicas. Lo dnica coracteristica camin de los diferentes
ombientes es lo presencio de oguo (loblo 3-1 y loblo 3-2). £l uguo, ef disovente en que eston
disueltos o suspendidas los suslancios requeridos para lo existencio de lo célulo, tiene un papel
importante en ¢l correcto quehacer de lo célula, Las prapiedades fisicoquimicas Gnices en el ogua hacen
que o vido sea posible, (12

Puro el coso de dlimentos serio importonte mencionar que deBido o que no tiene un -valor energético ni
sulte combios quimicos duronte su uilizacion biologica, en muchas ocosiones el ogua no se considero
camo nutrimento, sin_emborgo, sin este liquido no podrion llevarse o cobo los diferentes reacciones
bioquimicas que suslenton lo vido. {3

Todos los afimenlos, incluyendo los deshidralados, contienen cierlo contidad de aguakn consecuencio
poro ¢l lecndloga es de suma importancia conacer las propiedodes fisicas y quimicos del agua, yo que

muchos de los reacciones que suceden en los olimentos, fonto positivas como negotivos , estan
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relacionadas con la presencia de este liquido, (3

En lo produccion de alimentos deshidratados es necesario considerar lo influenciu del ogqua poro abtener
un producto can buena oceplocion. lguolmente, durante la rehidratacion y el congelamiento de glimentos,
se requiere conocer lo forma en que el oguo se comporta pura evilor dofos que reduzcun su calidod. EI
agua es un foclor determinante en lo inhibicion o prapagacion de lus diferentes reacciones quimicas,
enzimoticos o microbiologicas que pueden aumentor o reducic e valor nutrtivo y lo colidad de los
glimenlos, (3)

Todos los célulos biolagicos contienen esencialmente los mismas companentes quimicos enumerados en
lo tablo 3-1. Existen diferencias en lo concentracian de componentes especificos entre los diferentes

célulos sin embargo lo presencia del agua es esencial en todos ellos.

Tabla 3-1 Componentes Quimicos De Las Células Biologicas.

COMPONENTE INTERVALO OF PESOS MOLECULARES.
H0 18
lones inorganicos: 23-100
Na' K*.CI" S0, HCOy Ce* Mg®* elc.
Moléculas organicas pequeas, 100-700

GlicidosAminocidos Lipidos Nucleotidos

Macromoléculas. 510°- 1107

Proteinas Polisacaridos Acidos Nucleicas.

FUENTE. DEVLIN,1 988

Pora ejemplificar I importancia del ugua en los orgonismos vivos, se muestra o continuacion lo

composicion molecular de una bocterio.
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Thbla 3-2 Composicion Molecular De La Bactesis Eachierichia Coi

COMPONENTE % No.ESPECIES MOL
AGUA 10 !
PROTEINAS 15 3000
ADN 1 1
ARN ) >3000
POLISACARIDOS 3 5
LIPIDOS 2 20
MOLECULAS BLOQUE 2 500
£ INTERMEDIARIOS
IONES INORGANICOS 1 20
TUENTE. LINGER, 1991

Tabls 3-3 Importantes Propiedades Del Agua Liquida,

PROPIEDADES AGUA
PESO MOLCCULAR (g/mol) 18.02
DENSIDAD (g/cm”) 0.997
PUNTO DE EBULLICION (C) 100
CONSTANTE DIELECTRICA 78.54
VISCOSIDAD (g/cm s) 0.890x10°
TENSION SUPERFICIAL (ding/cm) 71.97
FUENTE MATHEWS,1990.

Esta molécula, engorosamente sencill, liene, no obstonte, una serie de propiedodes insoitos.
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3.2.1. NATURALEZA DIPOLAR.

YAgua

017 am
Entace
de hidedgeno

|
|

6o
0,0965 nm
(8 Enlsce covalente

Figwa 3-1 Natwraleza Dipolar
FUENTE. LiZININGER, 1991 :

3.2.2, ESTRUCTURA TETRAEDRICA !

Figura 3-2 Cada molécula de agua se une, como maximo a otras 4 moléculas de agua mediante enlace de
hidrdgeno y forma una red cristalina regular.
FUENTE. MATHEWS, 1950
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Figura 3-3 En el agua liquids, a temperatura ambiente, cada molécula de agua estd unida por enlace de

hidrdgeno con otras 3.4 moléculas de sgua.
TUENTE. SMITY WOOD, 1991

3.2.3. ESTRUCTURA DEL HIELO

Figura 3-4 En el agua sdlida, el hielo forma una estructura que es una malla tetraédrica, La formacion de
puentes de hidrégeno entre moléculas es 1a que da al hielo su estructura cristafina, algunos de estos
enlaces se rompen cuando el hielo se transforma en agua liquida. Ia red cristalina del hielo es mis
“abierta’ que la ordenacion de las moléculas de H:O en el agua liquida, lo que explica que el hielo sea
menos denso que el agua liquida y que pueda flotar en ella. 23

FUENTE MATHEWS,1990
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3.2.4. ESTRUCTURA DEL AGUA LIQUIDA

4 3?3 S
“’f’s‘f t?‘

!
i

z
{%{r

are

Figura 3-8 Cada puente de hidrigeno es refativamente débil en comparacion con un enlace covalente,
pero la estabilidad del agua liquida se debe al gran nilmero de puentes de hidrogeno presentes en efla,
Incluso a 100°C el agua liquida contiene un ndmero significativo de puentes de hidrogeno, lo que explica
su alto calor de vaporizacion (tabla 3-4); los puentes de hidrégeno se yompen en el paso de liquido al

estado de vapor. (12)(13)(231
FUENTE. MATHEWS, 1 990 y SMIT AND WOOD,1991

£l oquo fiquido fiene uno estrucluro definido grocios o lo formocion de puentes de hidrogeno enbre
moléculos, pero o estructura, se encuenltra en un estado dinmico, yo que, los puentes de hidrogeno se
rompen y se vuelven  formar, Aungue se hon propuesta muchos modelos paro lo estruclvra del agua

liquida ninguna explica adecuodumente sus propiedades. (12)1H2y)
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Tabla 3-4 Algunas Propiedades Del Agua Y Otros Liquidos.

PUNTO PUNTO CALOR
DE DE DL
CONGELACION EBULLICION VAPORIZACION
oL o caly
AGUA 0 100 540
METANOL -98 65 263
ETANOL 17 8 204
PROPANOL 127 97 164
ACETONA -95 56 125
HEXANO -98 6 101
BENCENO 6 80 9
CLOROFORMO -63 61 59
CH, ~182 -162
NHy -18 -33 30
HgS -86 -61 13

FUENTE. LEHININGER, 1991 Y MATHEWS, 1990
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3.2.5. COMO DISOLVENTE UNIVERSAL
La_noturaleza polar de lo molécula de gqua y su copacided de formar puentes de hidrogeno son lo.
bose de sus propiedades Gnicas como disolvente, ()

EL AGUA LIQUIDA > Sales crstoizadus.
£S CAPAZ DE emma®  Moléculas orgdnicas que contienen grupos no ionicos, débilmente polares.
DISOLVER: * Moléculas onfipaticas, es decir compueslos que conlienen ol rmismo tiempo

grupos polares y no polores,
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3.28.1. SALES

Los sales en los que Yo red cristaling se mantiene enlera por lo alraccion de los qrupos positivos y

neqotivos (fig. 3-6), se disuehen en el oguo, debido o que los fuerzas elecrostilicas en el cristol

pueden ser superados por lo otraccian de los cargus hacio el dipalo del agua (fig. 3-7). (aKisyes)

£l oguo disuehe o muchos soles_cristoizadag ol hidrator sus componentes ionicas. Los soluciones de

NaCl san un ejemplo de esta.(fig. 3-6y 3-7).

f&

cr

Ns*

Figura 3-6 La red cristalina de NaCl se mantiene ustida por atniceion electrostdtica entre los iones de Na+
yCl.
FUENTE. LIHNINGER,1991

Figura 3-7 El agua disuelve al cristal al hidratar a los iones Na* y CI- y los separa asi de Ia red.
FUENTE. MATHEWS, 1950
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En general, ol disover una sal se crean iones positvos y negativas rodeados de moléculas de agua, e
integran especies muy estables cuyo grado de hidratacion depende de la intensidad de carga del ion; o
ésta tombién se lo canoce con el nombre de poder polarizante, y es igual o la carga total del ion,dividida
entre ¢l radia ibnico, Pora una misma cargo, lo retencion de agua es mayor, en los iones pequefos que
en los qrandes; se puede comprobor que lo hidratacion del K* es menar que lo del Na*, ya que el radio
del primero es mayor y consecuentemente su densidad de cargo es menor. (3)

£l ogua es un buen disolvente debido o su alta constante dieléclrica, D, que por definicion es una medida
de lu tendencia del disovente a oponerse a los fuerzos electrastaticas de alraccion entre iones con cargo

opuesta:

f= €8
Dr?

donde F es lo fuerza de olraccion enlre dos iones de cargo opuesto e, y e, y r es lo distancia enlre
¢llos. Lo tobla 3-5 ruestro que lo conslanle dieléctrica del agua es muy alta comparada con lo de
olros disolventes e indica que por ejemplo la fuerzo de olraccion enlre No' y CI” en este disobente es
aproximadomente 1/40 de la fuerza enlre esos mismos iones en benceno; por lo tanto, ¢ aqua favorece
lo disolucion de la sol pues evilo que sus componentes se unan nuevamente, y el benceno faciita su

asociacion, (3)
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Tabla 3-5 Constante Dieléctrica (D) De Algunos Liquidos A 20°C,

AGUA 80.0
METANOL 33.0
ETANOL 240
ACETONA 24
BENCENO 2.3
HEXAND 19

TUENTE BADUL1 990
3.2.8.2. MOLECULAS ORGANICAS

Muchos compuestos organicos neutros con grupos funcionoles polores, toles como los ozicures, los
olcoholes, los aldehidos y fos celonas son disuellos facimente por el aqua. Su solubilidad se debe a lo
propension de los moléculos del ogua o formor enloces de hidrbgeno con fos grupos hidroxilo de los
azicores y de fos alcoholes o con los grupos carbonito de los ldehidos y de los cetonas, tal como se
muestro en lo figura 3-8, {1k

Entre ¢l grupo Entre el grupo Entre dos cadenas
hidroxilo carboxilo polipeptidicas
de un alcohol de una cetona H R
y el agua y ¢l agua | |
R R, R N C
\ N NUNGTRY
0 C l
| i 0
Y Q H
6 i H
H N ! H_N
H O~y /\(':/ \h:/\
R o

Figura 3-8 Enlaces de hidrdgeno de importancia bioldgica. En el enlace de hidrdgeno, un dtomo de
hidrogeno se comparte de modo desigual entre 2 Atomos electronegativos, el dtomo al que el “H” se halla

unido por covalencia es el dador de “H”, el oo dtomo electronegativo es el aceptor.
FUENTE. LEHNINGER 1991
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3.2.8.3. MOLECULAS ANFIPATICAS

Lo tercera close de substoncios que se dispersa en e oguo comprende o las que poseen grupos
hidrofobicos (hostiles ol agua) e hidrofiicos (amantes def agua) , con frecuencia reciben el nomire de
compuestos anfpdteos(fig. 3-9). ()

Los moléculas muy hidrofobicas tales como los compuestos que contienen cadenas hidrocarbonadas
lorgas, no se dispersan en el agua sino que interaccionaran entre ellos para excluir o los moléculos
polares de aqua. Un ejemplo sencilo lo constituye lo sol de sodia del ciict okug un dcido graso de
cadeno lorga. Debido o su lorgo cadena hidrocarbanada es hidrofdbico e intrinsecamente insoluble en el
agua; ¢l oleato de sodio (un jobdn) tiene poca tendencia o disaverse en €l agua y formar una verdadera
disolucion molecular. Sin embargo se afsperse con faciidad en el agua y forma agregudos que reciben
el nombre de ek en los que los grupos de carboxilo can corga negotiva, hidrofiicos, del oleata se
hallan expuestos e interaccionan con lo fose acuoso y s codenas hidrocarbonadas no  palores,
hidrofdbicas, permanecen oculls en lo estructura (fig. 3-10). ()

La localizcion interna coracteristica de los grupos no polares en tales micelos es cansecuencio de lo
tendencio de los moléculas de aguo circunduntes o unirse mutuomente medionte enloces de hidrogeno y
0 osccirse can los grupas carboxilo, hidrofilicos, forzando, de este modo, @ los cadenas corbonados a
situarse en el interior de lo micela en donde no tienen contacto con el aqua. Al oqua le “agradan” mas
el agua y los grupos corboxilo que los cadenos hidrocarbanadas con los que no puede formar enloces de
hidrogeno. Se emplea el témino /neracciin htefética para referirse o lo asociacion de los porciones
hidrofobicas de los moléculas anfipaticas situados en el interior de los micelos, pero es lo lendencio de
los moléculus de agua circundantes a formar enloces de hidrogeno entre si lo que proporciona lo fuerza

que impulsa fa formacion y la estabiidod de los micelos (fig. 3-11). Los fosfolipidos, lus proteinas y los
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dcidos nucleicos, se hallon entre los muchos componentes celulores que son anfipaticas y tienden o
formar eslrucluras en los que los portes hidrafobicos no polares se hallon oculios del agua. Ademds, las
ordenaciones micelares de los moléculos de fipidos onfipaticas, forman el "niclea® de los membranas

biolégicos(fig. 3-9), (z7ws0)

?
‘ow—l'?--o-- CHa - CHy- RiH,
Cabe c|>
abezo
Hidroffica 9 QHa~ CH—CHy
-0, 0 o—?--o 0 cl>
(o c|> o==r|: cI;r-o
Hé{! HC{‘ HC{C HC{‘
HCH F}CH H/CH i}CH
HCH HC{C NC{'! HC{*
HCH H/CH r}cu i}CH
Hc{i HC{% HC{‘! HC{i
Calo HCH HCH HCH HCH
NP / / / /
Hidrofobica 4 Hc\u HC{t HC\H uC{i
n/cu H/CH f}CH P}CH
HC{# HC{! HC{! HC{i
HCH HCH HCH HCH
/ / / /
CHy HCH HCH HCH
\ \ \
CH, HCH HCH
/ /
CHy CH,
ion dodecil fosfotidiletanoloming
dodecancolo sulfoto (fastolipida)

(acido groso) (detergente)

Figusn 3-9 Ejemplos de moléculas anfipdticas.

TUENTE MATHEWS,1990
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Cola
no polar
stg_tbolo
Cabesa
Cala
Olesto
de sodio
Fase Fase hidrofdbica
acuosd Interna o no polar

fones Na* hidraiados

Figura 3-10 Formacion de una micels de jabdm en el agua. Las colas no polares de Ia molécula de oleato
de 30dio se hallan en el interior de 1a micela, ocultas al agus, mientrus que los grupos cartboxilato con
carga negativa se hallan expuestos en 1a superficie de la micela. B nimero de iones Na+ presentes en Ia
fase acuosa es igual al mimero de cargas negativas de Ia micela de modo que la disolucion es

electroneutra,
TUENTE. LEHNINGER.1991
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Superficie del Llquido
Jobdbbbbbbbbbbibbbbidibd

Moléculas
Anfipéticas

Micela

Fase
Acuosa

Bicapa

Figura 3-11 Esta figura muestra la interaccion de moléculas anfipiticas con el agua. En este caso los
grupos hidrofilicos (circulos obscuros) entran en contacto con la fase acuosa, mientras que las pastes

hidrofbicas (lineas negras) se asocian unas a las otras.
TUENTE MATHEWS,1990

39



Mirlam Aerez Velssoo ’ 2Ague

[i oq se ioci de '. o siquiente;
HO +H0  quumemg HO' + O
Por razones de comodidad, ¢l proton no se presentord en lo forma hidratada H0' por mds que sea
ésta lo especie quimica que en realidad se hallo presente.
HO —C—— it O

A 25°C ¢l volor de Ky, es muy pequefio, siendo del orden de 1,8E-16.

Kf!.BE-I&M] !
Y
Con un valor de 2K, tan pequefio o disociacion del agua es insignificonte, por lo que lo concentracion
de €sto, que es de 55,5M de hecho es esencialmente invarioble. Lo ecsacion se puede escribir de lo

siguiente manero; Kq [H0] = [H'][OH"] 2

1 valor de K. x 55,5 equivale ol producto de los concentrociones de H* y OH™ denomingndose produclol
ionico del aguo. Su valor a 25°C es de 1E-14,
En aqua pura lo concentracion de H' ¢s iqual g lo de OH",

Keg [H0] = [HJOHT] =" K= 1E~ 1AM 3

(H'} = [OH) = 1E-7M (En este coso se dice que lo solucion es neulra)

Por conveniencio el ion hidiogeno [H'] se expresa normalmente en términos de pH, colculodo de la
siquiente manera: pH= log 1/ [H']= =log [H]vvsrcecrsmsssssere 4
Sialoec. 3 le sacomos logaritmo negotivo quedurio:

~log Ky = =109 [H'] = 10g{0H Joevrrrscermersrcrs 5

FUENTE. MATHEW'S, 1990 pkw= pH + p0H = 14 I
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Tabla 3-6 Escala De pH
() {OH)
M pH M pOH
10 0 1" 14
01 | T 13
00t 2 10" 12
0,001 3 1o 1
10 4 1070 10
10° 5 1079 9
1078 6 10°® 8
107 7 107 7
108 8 10°8 6
107 9 107 B
T 10 10 4
" " 0,001 3
10" 12 0,01 2
o™ 13 0,1 !
10" 14 10 0
W
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1MN2OH =

Lejia =
Disolucién de amoniaco wsd>

Sosa de panificacién
(Disolucién de NaHCO;)
Agua de mar.clara de huevo enpp
Sangre humana, légrimas ap

Leche, saliva «p

Cerveza
Jugo de tomate :
Vino tinto **%
Cola emp
Vinagre
Jugo de Limén amp-

Jugo géstrico axp
M HCI

Figura 3-12 pH de algunos fluidos.
FUENTE MATHEWS,1990
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Muchos dcidos no se disocion totalmente cuando se disueven en ogua sino que establecen un equilibrio

entre ¢l dcido, un anion y ¢l prolon,
ACIDO BASE
CONJUGADA
HA  commuememgy A~ + |

b= WK
(]
£l grodo de disociocion de un electrolito dependera de lo ofinidod de! onion por un proton, silos débiles
fuerzas dipolo del agua que interoccionan con el anion y el colibn son mas fueres que los fuerzes
clectrostaticos entre el {H*] y ¢f anion existira un mayor grada de disociacion. Evidentemente, para los
compuestos que se disocion tolaimente no se puede delerminar Ko debido o que en el equibrio no

queda soluto sin disociar. {13)2)

pKe = -10G Ko

-106 K, = =106 } {H'}IA)

1

ko = -L06 J (')A

(HA)
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Empleando las leyes de logaritmos, tenemos:

pKo=-10G ('] - 10G} (A)

pKo = pH - LOG ]
(A

Despejando el pH, obtendremos la ecuacion de HENDERSON-HASSELBALCH

a=rh

pH = pKo + LOG (BASE COM

=

TUENTE. MATHEWS,1990y DEVLIN,1968
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Lo tendencio de un dcido conjugado a disociarse puede evaluorse o partfr de Ko, tol y como se indico

anteriormente, cuando mds pequefto sea el valar de Ko, menor serd lo tendencio o ceder un proton y

mas débil serd el dcido y cuonto mayor sea el valor de Ko, mayor serd fo tendencia o disocior un proton

y mos fuerte serd el deido. (13)

Un método atit de representor lo Ka es en formo de pKa= log 1/Ka = ~log Ko

Tabis 3-7 Comstanses De Disociacion Y pKa’ De Algunos Acidos Corvientes A 25°C,

ACIDO Ka'
(DADOR DE. PROTONES) M pKa'
1.HCOOH 1,78%107™ 375
2.CH,CO0H 1,74%10°8 476
3.CHyCH,COOH 1354107 4,87
4.CHyCH,CH,CO0H 1.54%10-5 481
5.CHyCHOHCOOH 1,38X10°* 3,86
6.HP0, 725%107 214
THPO, 1,38%10°7 6,86
8.HPOE 398107 124 .
9.H,C0 170107 31
10.HCOy 6,31%10™" 10,2
1IN} , 562510710 9,25
1, ACIDO FORMICO. 8. ACIDO LACTICO. 9. ACIDO CARBONICO.
2. ACIDO ACETICO. 6. ACIDO FOSFORICO. 10. 10N BICARBONATO.
3. ACIDO PROPIONICO. 7. ION DIHIDROGENO FOSFATO, 11, ION AMONIO.
4. ACIDO BUTIRICO 8. ION MONOHIDROGENO FOSFATO.

FUENTE LININGER, 1991 Y MATHEWS,1980
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AMORTIGUACION. 5 la capacidod de resistencio de una disalucian o varior su pH cuonda se le
afade un Geido o una bose. (12)

£l mejor intervalo para €l uso de un par conjugodo como omortiguadar esta en lo zona de pH cercang
ol pK del dcido débil. ()

Empezando desde un pH inferior en una unided hasta un pH superior en una unidad ol pK, alrededor del
82% de un dcido débil en solucion estord disociodo, y por tonto se puede neutralizor una cantidod de
base equivalente ol 82% aproximadomente del dcido original con un cambio de pH de 2, Se considera
que lo maximo copoacidod amortiguadoro de un par conjugado se encuentra entre una unidod de pH por
debojo y una por encimo del pK. Un dcido débil tol como el dcido océlico con pK=476 es un
amortiquodor efectivo en el intervalo de pH =3,76-5,76, pero tiene paco capacidod omortiguadora o los

demas rangos de pH, lo figura 313 muestra lo curva de voloracion de este acido débil (iaya)
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Después de coda adicion de NaOH valorado o lo disolucidn de ocido acética, se mide ¢ pH de lo mezclo,
Este valor se representa frente o lo fraccion de lo contidod tolal de NaOH necesaria pora neutrofizar of
ocido acélico; es decr, llevatlo o pH = 7. Los puntos oblenidos de esta monero, don lo curve de
valoracion. Aparecen encuodrodos fos formos ionicos predominontes  de! Geido acélico en los punlos
designados. En el punto media de lo valoracion los concentraciones del dodor de protones y del aceptor

de protones san iquoles, £ pH en este punto es igual, numésicomente of pK' del ocido ccética, Lo zono

defirtada o fo derecha de lo cuva es lo region de tamponamiento, ()

8
6
~~— pH576
pK'del ac. acético 70N O VPAODR
4 { o wpowaewo,
——  pit 3,76
2
*LHELOOH
0
0 05 10

EQUN, NoOH ARADIDOS

Fgums 3-13 Curva de valoxacion del deido acético,
TURNTE, LIHMVINGER, 1991 "
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Es logico continuar el estudio de lo bioquimica ocupdndonos de ks proteinas, pues este gupo de
substancios quimicas tiene una posician clove tanto desde el punto de visto estructural camo dinamico
de lo moterio vivo. Desde el punto de visto bioquimico, fo vido se coraclerizo singulormente por su
asociocion con los proleinas; el dnico sistema actualmente conocido copoz de realizar la sintesis de los
proteinas es lo célulo viva. Las proteinas juegan un popel esencial en todas los octividades de o moterio
viva. E5 evidente que el conocimiento tanto del funcionamiento normal como patologico del organismo del

mamifera requiere un conocimiento clora de la estructura y propiedades de las proteinas. (13)

Iransporte.

Control Metabblico.

Las funciones esencigles Dingmicay Contraccion,

desempedadas por los Colalisis de los Transformaciones Quimicos,
-

proleinas se pueden agrupor Tejido Oseo. Que don estructurg

en 2 closes. Estructuroles y forma ol arganismo

Tejido Conjuntvo../ ~ humano,

FUINTE DEVUN, 1988 ¥ ARMSTRONG,1989
Por alro lodo , debido o su escasez y a lo importancio que tienen como nutrimento, estos compuestos

se hon canverlido actuaimente en el principal faco de alencion de lo moyorio de los tecndlogos de
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alimentos en el mundo; o pesar de existir una gron contided de nitrdgeno en lo Tierro, éste se encuentro

en forma elemental en lo atmésfera y no es aprovechable para Henar las necesidodes bidlogicas de} ser
humano, yo que pora lo sinlesis de sus proteinos, de Gcidos nucleicos y de olras substoncios
nitragenadas de gron interés salo utiiza el nilrogeno organico proveniente de los polipéplidos que obtiene
de su dieta, Por lo contrario, los vegeloles pueden produck estos nutrimentos o portir de moléculos
sencillas, como nitrdgeno inorgdnico, ogua y onhidrido carbénico. Lo gran importancia que tienen los
proteinas esta incluso implicita en su nombre, que derva del griego y que significa "ser primera”. ()
Estas substancios desempedian funciones biologicas en el organismo humano, entre los que se cuento
principaimente la regeneracion y lo formacion de lejidos, la sintesis de enzimas, anticuerpos y hormonas,
y como constituyente de lo sangre, entre olros; forman porte del tejido conectvo y muscular de los
animales y de olros sistemas rigidos estructurales, Los organos del hombre estin compueslos
fundomentalmente por proteinos y se calculo que existen oproximadomente 5 milones de tipos con
propiedades y caracteristicos muy especificos. ()

Los diimenlos ricos en estas mocromoléculos, como la carne, lo leche y ¢l huevo, son escasos en la
moayoria de los poises en vios de desarrollo, y odemds, por ser los mas costosos de producir son los
mas dficiles de adquirir, Debido ol allo indice de crecimienlo demografico, vorios paises reolizon
ivestigaciones sobre ¢l uso de proteinas no convencionales paro el consumo humano con el fin de poder
solisfocer los necesidodes de este nulrimenlo en los poblaciones de pacos recursos. (3)

No solo es necesorio producir mas olimentos ricos en todo close de nulrimentos; hoy que cuidor,
almacenar, procesor, elc., los que actudimente se tienen; por esto razan, es indispensable conocer todas
los posibles rutos de modificacion, tanto positiva como negotivo, que sufren en especial las proleinas

para abtener mayares beneficios de ellas. (3
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4.2.1. DEFINICION DE AMINOACIDOS

Son las unidades canstitutvas de los proteings, unidos entre si por medio de enloces covalentes tambicn
lamados enlaces peptidicos (fig. 4-9 y 4-10). (Xz)
4.2.2. ESTRUCTURA GENERAL DE UN AMINOACIDO

Figurs 4-1 Estructura general de los aminodcidos.
FUENTE WHITEET AL {978

4.2,3. ESTEROISOMEROS DE o-AMINOACIDOS

Todos fos ominotcidos, exceplo uno, poseen un olomo de corbono asinetco el dtomo de corbono a,
of que se hollon unidos cuatro grupos substituyenles diferentes (el grupo carboxilo, un grupo omino, un
grupo R y un dlomo de hidrogeno).C} atomo de carbono e, asimélrica, es, por tanto, un centwr guial
(fig. 4-1). (8

Como se ha visto lus compuestos con un centra quiral aparecen en dos formas isomeras diferentes, que
son idénticos en todos lus propiedades fisicos y quimicas excepto una, la direccion en la que provacon el
giro del plono de la luz polarizade en un pokwimetra Con lo nica excepcion de la glicing que no posee
dlomo de corbong usimétrico (fig. 4-4), todos los demds 20 ominodcidos (que son los constiluyentes de
los proleinas) son aclios dplcoment; es decir, que pueden desvior ¢ plono de fo luz polorizado en uno
u olro direccion, Debido o fo disposicion telroédiico de los enfoces de valencio alrededor def dtomo de
corbono & de fos ominodcidos fos cuolro grupos substituyentes diferentes pueden ocupar dos
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distribuciones diferentes en el espacio, los cuales son imagenes especukores no superponibles (fig. 4-2 y

4-3). Estos dos formas se lomon Sdmeros dplius, endntomeras o esterearsdmeros. Una disolucion de
un estereoisomero de un aminodeido determinado que hago giror el plono de la luz polarizeda hacia la
izquierdo (en sentido contrario de los manecios del reloj) es la del isomero Avaralalonts (representado
por "-"}; el otro estereaisomero hard giror el plano de o luz polarizada lo misma magnitud pero hacio
lo derecha (representado por "+"), se lomo cerdovrololam (W)

Lo actiidad dptico de un esteresistmera se expresa cuantitatvamente por su ralacdin especiicg (tablo
4-1) delerminada por medidos de su grado de rotacién de uno disolucion del estereaisomero pu}a 0 ung
concentracion determinada en un tubo de una longitud determinada en un polarimetro:

o™= rotacion observada, grado

longitud tubo, dm x concentracion, g/mi

en lo que lo abreviotura dm indico decimetros (0,1m). Lo temperatura y lo fongitud de ondo de lo luz
empleado (hobituolmente lo linea D del sodio, 589 nm) deben especificarse. (2nisn)

Los estereaisameros de lodos los compuestos quiroles que poseen ung configuracion relocionado con lo
del L~qgliceraldehido (ozicor de 3 corbonas, es el ozicor mis pequefio que posee un aloma de carbono
osimétrico , ver copitulo 8), se designan por L, y los estereoisomeras relocionados con ¢l D-
gliceraldehido, se designan por D, independientemente de lo direccion en la que hacen giror ¢l plano de lo
luz polarizoda (fig. 4-2): los simbolos Ly D se refieren de este mado o la configurocion absoluta de fos
4 substiluyentes entorno del corbano quiral, y no a lo direccion de giro del plana de lo luz polarizado.

(1Y)
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CHO CHO
HOw=C=H He =0l
CH,0H CH,OH
L-Gliceraldehido D-Gliceraldehido
COOH COOH
HN>-C=H HeC-NH,
CH, CH,
L-Alanina p-Alanina

figura 4-2 Relaciones espaciales de los enantidmeros de Ia alaning con 1a configuracion absoluta del L- y

D-gliceraldehido.
TURNTE. (CRNGER 1991

L- y D-cloning son imgenes especulores no superponibles, (fig. 4~3)

Al colocor fo L-oloning frente o un espejo podemos visuolizor o su isomero D-olonino,

figura 4-3 Los dos isomeros opticos de la alanina, con sus grupos de referencia (los grupos carboxilo)
situados en el enlace vertical con el centro quiral.
FUENTY. MATHEWS, 1990
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Lo octivided dptico de un esteroisomero se expresa cuanlitativemente por su rolacion especifica.

Tubia 4-1 Rotacion Especifica De Alguros Aminodcidos Aislackos De Las Profeirus.
En todos los seres vivos los eminodcidos integrontes de los proteinas son de lo serie Lobsérvese que

algunos son dexlrorrototorios y alros levorrolatorios.

AMINOACIDO ROTACKON ESPECIFICA [ark™™
| ~ALANNA 18
L~ARGINNA +125
| ~ISOLEUCINA 124
L-FENILALANINA ~345
ACIDO L-GLUTAMICO +120
L~HISTIDINA -385
L-LISINA 135
L~SERINA 15
|- PROLINA -86.2
| ~TREONINA -85

FUINTL UININGER 1991
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4.2.4. CLASIFICACION DE LOS AMINOACIDQOS EN BASE ALA POLARIDAD

DEL GRUPQ “R"
Grupos R no polases (hiderofdbicos)
il ‘ X . ;]
Hkb=n' nﬁ‘¥ —H WA
4 CH, H-C—CH,
HC  CH, & Hy
we e,
Leucina® Isoleucina ®
Y L e
CHy ‘I:H'
C=CH
1"
Prolina Metionins® Fenilalanina® Tipitano®
Grupos R polases sin congs
|‘ Yo = L .
J'V (‘ ‘.,z, Tox
‘- HN—Cr-H
CH,
iu.
H.N/ \0
Glicina Serlna Teonina® Glutaming
Grupos ;con:nl negatlvs
§ HALC00"; (50
]
i
coo-
Actdo Actdo
umpirtico glutdmico

*aminofcidos esenciales

*eaminobcidos semiesenciales

Figum 4-4 Imammtadmumwhmconsuswnmmoycnbonbmudm tal como se
hallarian apH 7,0,

FUENTE. UDININGER 1991
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4.2.5. PROPIEDADES ACIDO-BASE DE LOS AMINOACIDOS
Los aminodcidos pueden acluor como dcidos (dador de protones).

Como ejemplo esquematizoremos al 0.0 aloning,

H ' ?
R— Ic—— C00°T R C— CO0" + H'
*NHy LH,
0 bién como base {aceptar de protones)
H H

R t_.. 00" + H' G R L__ COOH
‘LH, ’JH,

Del canocimiento del pK'a de cadu una de los grupos ionizables en un aminodcido o proteina y de lo

ecuacion de Henderson-Hasselbach (ver caplulo 3) puede colculor lo farma idnica de la moléculo o pH

delerminodo. Este es un caleulo importante, yo que, un cambio en lo ionizacidn -de una proteina con el

pH conficre o lo moléculo propiedades funcionales diferentes o distintos valores de pH. Por olro lodo, el

cdlculo del pH exaclo, of cual un aminadcido es eléclricomente neutra y esta en lo farma zwitlerion es

de gran uliidad, Este pH se canoce como pH isoeléctrico de lu malécula y su simbolo es pl. £ valor de

pl es una constante para un campuesto determinado o unas condiciones especificas de fuerza idnica y

I°. En el coso de maléculos sencillos, tales como los aminodcidos. £f pl es el promedio de los dos

valares de pK'o que determinan los limites del zwitterian. ()
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Lo importancia de los coracteristicas acido-base de los aminodcidos radica en que siven coma base de

dlgunos métodos de separacian y purificacion, (de aminodcidos y de proteinas) especificamente en
métodos camo lo es la cromatogrofio y lo electrofaresis (ver copilulo 1), |

A un pH de la solucion inferior o pl del aminodcido, el aminodcido esta cargado positivamente (fig. 4-5)
A un pH superior ol pl, el aminoacido esla cargado negativamente lo que acurre de iquol forma en fos
prateinas (fig. 4-5).

La magnitud de lo carga neta de un aminodcido 6 bién proteina estard en funcion de lo diferencio entre

pH y pl (fig. 4-5),

14
12 namggmm-ww
10
817
I
6 J faui oL
WLV UUTT
4 Tatataned
4
2]
pily=g 234
0

05 10 15 20
EQUVALENTES DE NoOH ARADIDOS.

Figur 4-8 Cugva de valoracion de la alanina 0,1 M. Las especies idnicas que predominan a los diversos
valores de pH aparecen en los recuadsos, R, representa al gvupo metilo de 1a alanting. Las porciones
planas de 1a curva de valoracion, centradas alrededor de pK'=2,34 y pK'=9,69, son Ias zonas que poseen
capacidad de tamponamiento.

TUINTE. LEHNINGIR 1991
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Tabia 4-2 Valores De pK De Los Grupos lonizables De Los 20 Aminodcidos Esenciales A 25:C.

AMINOACIDO (Simbolo) ¢ pKy pK'p
~COOH -NHy GRUPO R

GLICINA (GY) 234 96

ALANNA (Ao) 2,34 9,69

LEUCINA (Leu) 236 9,60

SERNA (Ser) 22 9,15

TREONINA (Thr) 263 1043

GLUTAMINA (Gin) 217 9,13

ASPARAGINA (Asn) 20 88

ISOLEUCNNA (lle : 24 97

METIONINA (Met) 23 9.2

FENLALANINA (Phe) 18 9,1

PROLINA (Pro) 20 06

TRIPTOFANO (Trp) 24 9.4

VALINA (Val) 232 9,62

AC. ASPARTICO (Asp) 2,09 9,82 3,86

AC. CLUTAMICO (Glu) 2,19 9,67 4,25

HISTIDINA (Hi) 182 9,17 6,0

CISTEINA (Cys) L 10,78 8,33

TROSINA (Tyr) 2,20 9,11 10,07

LISINA (Lys) 2,18 8,95 1053

ARGININA (Avg) 217 9,04 12,48

FUENTE, LEJININGER, 1991 y MATHEWS, 1990
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12 12
ACIDO ! HISTIDINA y
GLUT
8 8 —pky
pH pH
[
P Y4 |
e v'
0 0
EQUIVALENTES DE OH" 1,0 20 30
EQUVALENTES DE OH"
Figurs 4-6 Cusvas de valoracion del dcido glutimico y de La histidina. F1 pK del grupo R 3¢ representa
porpke.
PUDVIE LEHNINGER, 1991

4.24. PRINCIPALES REACCIONES DE AMINOACIDOS
Como en todos los compuestos orginicos, los reocciones quimicos de los aminoGeidos son las:
coracteristicos de sus qrupos funcionales. Existen reacciones que se emplean profusomente para
detectar, medir e identificor o los ominodcidos.
4.2.0.1. REACCIONES QUIMICAS DEL GRUPO ALFA-AMINO

LA PRIMERA ES LA REACCION DE LA NINHIDRINA (fig, 4-7"0"), que se emplea pora detectar y
valorar cuantitativomenle los aminodcidos en contidades pequefios. Lo colefoccion con excesa de
ninhidrina arigina un producto purpireo con todos los aminodcidos que poseen un grupa a-aming fibre,
mientras que se forma un praducto amarilo cuando se trata de prokg aminodcido en el que el grupo
amino se hallo substituido. En condiciones apropiadas la intensidod del calor producida pucde emplearse

pora medir colorimétricamente o concentracion del aminadcido, constituyendo un método muy sensible.

{(X19)
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4.Aminodoidos y Proteinss

LA SEGUNDA REACCION IMPORTANTE DE LOS AMINOACIDOS ES LA QUE RINDE CON
EL REACTMVO 1-FLUORO-2 4-DINITROBENCENO (FDNB). En disolucion alcalina diuida el FONB

regcciona con los aminodcidos y rinde 2 4-dbirofenibbriants (fig, 47 "b"), il pora lo identificacian

de ominodcidos indwiduales,

|
H
C\ /OH |
-/C\ + ll—(ll,—-(.‘O()II Aminoicido
¢ OH Nit,
Ninhidrina

H
Nu..+ o, + n-c(
‘ 0

o]

X
¢\
I (")

HO

L~ =
/C\ l y
Ho €

I
0
Ninhidrina

T 0
C L
v X Jromore
¢/ \?
bk
Pigmento pirpura
a)

N(),

1-Fluoro-2,4-dinitrobenceno
NO,

a-@mlnoicldo

NO; 2 4-Dinltrofenllamino4cido
N—H

H—(ll—R
COOH

b)

Figura 4-7 Reacciones de aminodcidos. a)Reaccion de la ninhidrina para poner de manifiesto y medir los
aminoacidos. b) Formacion de derivados 2 4-dinitrofenilados de los aminodcidos.
FUENTE, LEHNINGER, 1991
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4.24.2. REACCIONES QUIMICAS DEL GRUPO CARBOXI.O

)
CooN 8‘22:'&-’!’
H-—L-n 4+ CHCHOH ~— 0~—CH—CHy 4 w0
N, e Nl —N hon
Oicina My HCI
Clorhidrato del Ester
Etilico de la Gicine
0 o
H"‘°"‘°""’°"’+ NeoH !.._o.-cu,-— Chy + NGl 4+ w0l
N-—-L-——H 60 Sodo L s Aw
_ I
el Ny
Clrtidra do Ever Etar Etiico de la Giicina
dele Giloins
b
R
&H ——COOH + IJBHQ w—eetts CH = CH20H
H2
¢) Puente Disulfuro
) L L |
H H H2
IZHz + J: 2 O 2
AH— COOH H——COOH LH——COOH H—-CO0
NH; NH2 Ha2 H2
tClmlnl Cisteina Cistina
Fgurs 4-8 R)formacion de ster. Reacciones con alcoholes, b) Reaccion con el boro hiniro de H40,
©) Formacion de cistina s partir de dos cisteinas.
FUINTE. METZAST)



Mrism Aarez Velssco

o RO HOo RO

I I N

HN-C-C 4 HN-C-C qumm ‘HMN-C-C-N-C-C + H0

| I IR NN

RO R; O R, [HR, O

amino terminal  enloce peplidico  corboxilo lerming!

NOTA: B grueso de las lineas representan:Doble enlace cummme Y enlace sencillo
FUENTE STIVER19%4

Figura 4-9 formacion de un dipéptido a partir de glicina y alanina,
FUENTE MATHEWS,19%0
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Figura 4-10 Formacion de un tetrapéptido, a partir de dc. glutimico, glicina, alanina y lisina,
FUENTE MATHEWS,1990
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4.3.1. HDROLIS!S DEL ENLACE PEPTIDICO
Lo hidrolisis de un péplide puede ser /s que es cuando se logra lo rupturo de todos los enlaces
peplidicos que lo conforman, abteniéndose asi libres todos sus ominodcidos, o bién podemos hablar de
uno hidralisis povcva/que es lo ruptura de uno o varios enloces peptidicos, pudiéndo lagror rupturas en

donde se involucron ominadcidos especificas,

Tabls 4-3 Métodos Quimicos.

TRATAMIENTO | CONDICIONES PUNTOS DE RUPTURA
ACIDO HCI, 6N Todos los enlaces peptidicas.
P=110°C
{= 24-48hrs,
ALCALINO NaOH, 6N Tados los enlaces peptidicos.
1°=110C
{= 24-48hrs.
BN |- Enlace peplidico del lado carboxila de melionina.

FUINTE LEHNINGIR,1991 ¥ WEBERET. AL,1978
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Tabls 4-4 Métodos Bioligicos (Enximas)

4. Aminodcidos y Proteinas

TRATAMIENTO PUNTOS DE RUPTURA PUNTOS DE RUPTURA (ENLACE PEPTIDICO
(ENLACE PEPTIDICO EN DONDE EL o.o.|EN DONDE EL oo, APORTA EL GRUPO
APORTA EL GRUPO CARBOXILO) ANO)

[TRIPSIA T e

(rompe 0.0, R

pres ) | e

QUMOTRIPSNA [ Fenglonine ===

(rompe o.0. Tipfone [

aromiticas) Tiesne e

PEPSINA Fenldonine |- e
Triptofono e e
Tiosne 00 e

PAPAINA e S
T

TROMBINA Agining Y U

BROMELINA T e ——
Noine | e
Trosne 00000 e
Glicina

RENINA O e S ——

QUIMOSINA Metoning |

CARBOXPEPTIDASA [ Ullimo enlace peplidco ~~ [===m=-mrm=bmmmm o mmee

TERMOLISINA | s mm e e e e Valino
--------------------------- Leucina
-------------------------- lsoleucing

AMNOPEPIDASA [ -~ -—=-mmmmmmmm oo Primer enlace peplidico

=aminodcido
TUINTE. LEHINGER, 1991
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P

4.4.1. DEFINICION Y FUNCION BIOLOGICA DE LAS PROTEINAS

£s una moléculo que esta constituido por un ndmero voriable de Lesominodcidos, unides covalentemente
por enlaces peplidicas (fig. 4-9 y 4-10); son por cansiguiente polimeros de aminodcidos.En general, el
término proleina se uso para moléculos compuestos por mos de 50 ominodcidos, mientras que el
término péplido se uliliza poro maléculus de menos de 50 ominodcidos. ()

Los proteinos desempefian papeles crucioles en practicomente todos los procesos biologicos (tablo 4-5)

Tubla 4-5  Funcion Bioldgica De Las Prokeinas

Tipo Ejemplos Funcion

Enzimas Hexoquinase Fosforilo o lo glucaso
Citocromo ¢ Trospasa electrones
Deshidrogenasa lactica Deshidrogena ol lactalo

Proteinas de Amacenamiento | Ovoolbiming Proteinos de lo claro de huevo. Funcion reserva.
Caseino Proleinas de la leche, Funcion reserva,
Ferriting Nmacena hierrg en el higado

Proleinos de Transporte Hemoglobing Transporto o, en lo songre de los vertebrodos
Seroalbimino Transporto acidos grasos en lo songre
a - lipoproteing Transporlo lipidos en lo songre

Proleinas Conlrcliles Miosino Forma las filumentos gruesos de lo miofibrila
Acting Forma los filamentos delqodos de la miofibrille

Proleinas Prolectoros en Anticuerpos Forman complejos con proleinos extranos

lo Songre de los Verlebradas | Cormplemento Forma camplejos con sislemas de antigeno-anlicuerpo
Trombing Componenle del meconisma de coogulacion

Toxinos Taxing ditérica Toxing bocteriana
Venenos de serpiente Enzimas que hidrolizon fosfoglicéridos

Hormanos Insuling Regulo el melabolisma de lo glucoso
Hormono adrenacarticolrdpica | Regula lo sinlesis de carticasteroides
Hormano del crecimiento Eslimulo el crecimienlo de los tejidos

Proleinos Estrucluroles Glucoproleinas Paredes celulores
a-quergting Pigl, plumas, udas, cuernos
Colageno Tejido conjuntiva o fibraso (lendones,hwesos,cartiogo)
Flasling Tejdo conjuniivo eldslico(ligamentos)
Translocasos Pasan maléculas  ines g través de membronas
Receplares Se unen g harmongs o neuralronsmisores y generan un

mensoje

FUENTE. WEBERET AL, 1973 Y ARMSTRONG, 1989
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44.2, CLASIFICACION DE LAS PROTEINAS EN BASE A SU ESTRUCTURAY
SOLUBILIDAD

) b)

PROTEINA GLOBULAR PROTEINA FIBROSA

Figum 4-11 8 En éstas, 1a cadena b) Enla queratina, proteina fibrosa del pelo,

polipeptidica esti plegada apretadamente. 1as cadenas polipeptidicas se hallan ordenadas

Habitualmente son solubles en medio acuoso. alolargo de un eje. H dibujo muestn
tres moléculas de querating retorcidas unas
alrededor de 1as otras pars constituir una
estructura de cordon. Las proteinas fibrosas son
insolubles en el agua,

TUENTE. LEHNINGER, 1991
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4.4.3. NIVELES ESTRUCTURALES DE LAS PROTEINAS

1o, Secuencio de 0.0,
Estructura de 20. Conformacion espacial de lo codeno polipeptidico.
los proteinos, Jo. Conformacion espacial y forma de plegamiento de proteinos globulares.

40. Polimerizacion de olqunas proteinas (més de 1 cadena),

Estructuwra /&S
Cuatcmnri& '

Figura 4-12 Niveles estucturales de las proteinas. Esta fgum resume los 4 niveles estructurales,
empleando como ejemplo la molécula de hemoglobina.

TUENTE MATHEWS, 1990
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44.3.1, ESTRUCTURA PRIMARIA

Término que se refiere o lo estructura de! esqueleto covalente y a lo secuencia de los ominodcidos.

£n 1953, Frederick Songer determind lo secuencia de aminodcidos de la insuling, uno hormona proteica,
Este trabojo constituye un logro en lo bioquimica porque demuestra por vez primera que una -proteina
tiene una secuencia de ominodcidos definida con precision. Ademds demuestra que o insulna  consto
inicamente de L-ominodcidos unidos mediante enlaces peplidicos entre los grupos a-amino y -
carboxila (fig. 4-13). Este resullado estimulo o otros muches cenlificos o reaizar estudios de
secuencios en uno umplio voriedad de proteinos. Hoy dia conocemos lo secuencio complela de
ominodcidos de mas de 2000 proteinos diferentes. £l hecha mos llomalvo es que cado praleina tiene

una (Gnico secuencio de aminodcidos, definida con precisian. 10Xy

S S .
N ~
Cli-lle ~Val- Glu~ Gin- Cis~ Cis- Ala-Ser-Val- Cis- Ser- Leu-Tir-Gln~Leu-Glu~Asn-Th ~Cis~Asn

5 5| 10 15 ‘S 2

wwas ~

5

Fen-VuI-Asn-Gh-lis-leu-C!s-Gﬁ-Sel—Iis-leu-Vol-Glu-Nc—leu—Tt-Leu-Val- 15~ Oi- G- Aig- G- Fen- Fen-Tu - Tre - Pro-Lis- Al
\ 5 10 15 2 25 y

Figura 4-13 Secuencia de aminodcidos de 1a insulina bovina
TUENTE. STRVER, 1994
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Figura 4.14 Secuencia primasia de 1a enzima lisozima. Los dos aminoAcidos involucrados directamente

en [a catalisis se muestran mas obscuros,
FUENTE, SMITY WOOD, 1991

44.3.1.4, DETERMINACION DE LA SECUENCIA AMINOACIDA DE LAS CADENAS DE
LOS POLIPEPTIDOS

En fo ocluolidad se conocen los secuencias ominodcidus de cenlenares de proleinas diferentes de
muchas especies. Lo secuencia aminodcido de una cadena palipeplidica se defermina por los principios
desarroflados inicioimente por Frederick Songer, quien en 1953 trobojondo en lo universidod de
Combridge, esloblecid Jo secuencio de los ominodcidos en los codenas polipeptidicos de fo hormono

insulina. (10)16)
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Los etopos bdsicas para lo resolucion de lo secuencio ominodcida de cuakquier polipéplido son los

siquientes. (10416X19)3%)

o ETAPA 1, DETERMINACION DE LA COMPOSICION DE AMINOACIDOS.

1. Hidrolizar todos los enlaces péptidos del polipéptido purificado,

2. Lo mexclo de ominocidos que se obtiene de esto monera se andlizard después, medionte
cromatogrofia de intercombio ionico (ver capitulo 11), para determinor que ominodcidos se hallon
presentes y cudles son sus nimeros relotivos,

o ETAPA 2. IDENTIFICACION DE LOS RESTOS AMINO Y CARBOXILO TERMINALES,

Identificar el resto ominodcido que se halla en el extremo de lo codena, y es portodor del grupo a-

amino libre, el extremo omino terminal, Sanger empleo paro esta finalidad el reactvo 1-fluoro-24-

dinitrobenceno (fig. 4-7 "b"), que puede morcar ¢l resto ominoterminal de lo codena originando el
derivada amarillo 2,4-dinitrofenilodo (DNF), sometiéndose finalmente o una hidrdlsis acido, en donde el
enloce covalente entre el grupo 2,4-dintrofenilo y el grubo a-amino del residuo omino terminal resiste

el trotamienlo, Este dervodo puede separarse con faciidad de los ominodcidos fbres no sustituidos e

identificarse por comparacion cromalografica,

o ETAPA 3, FRAGMENTACION DE LA CADENA POLIPEPTIDICA

A continuacion se frogmento otro muestra de lo cadena polipeplidica intacts, se ablienen fragmentos

menores, péptidas corlos que poseen por término medio, de 10 o 15 residuos ominodcidos. EI objetivo

es el de seporar estos fragmentos y determinar lo secuencio ominodcida de codo uno de ellos.

La fragmentacion de lo cadena poipeplidica puede consequirse por dversos métodos. Un procedimiento

carriente es lo hidrolisis enzimética porcial (lobla 4-4),
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o ETAPA 4, IDENTIFICACION DE LAS SECUENCIAS DE LOS FRAGMENTOS PEPTIDICOS,

" Se determina, a continuacion, lo secuencia de cada fragmento peptidico procedente de la etapa 3. Con
este objeto se empleo hobilualmente un procedimiento llamado DEGRADACION DE EOMAN. E! procedimiento
quimico ideado por Pehr Edman, marca y sepora solomente ol residuo amino terminal de los péplidos,
mientras que dejo intactos todos los demas enlaces péplidos (fig. 4-15). Después de lo separacion e
identificacion del residuo omino terminal por este método, el nuevo residuo amino lerminal que queda
expuesto puede ser morcado y separado, repitiendo ko mismo serie de reacciones, para finolmente

deducir lo secuenciz primono o una profeina

Desivada de feniltiohidsnioins :
Q del aminodcido NH)-werminal j
N Feni Srupo
isotiocisnsso " "
N, :
&-s o\ 7 NCms i
+ [ i | i
HN He=C=——NH !
NH, | ;
R | R~ R
' (':“ JZ-O +
Cm0 |
| OH* HN wd NH,
" R - N
R;~CH | J:
| ?-—0 ()
§=° '
HN HN
HT Ry tliﬂ Ry &‘:H
Ry~CH é |
J: -0 Coa,
=0 | |
| HN HN
" b b
« Rl
Ry—CH
T coon Loon
COOH
Tetrapéptido Fenlitiocarbamoll: Péptido orlginat sin
tetrapéptido ef testo amino tesminal

Figura 4-13 Etapas del procedimiento de degradacion de Edman. F tetrapéptido de partida reacciona con
fenilisotiocianato y rinde el tocarbamoilderivado del residuo amino terminal, Este Wtimo se ibera del
resto del péptido sin que se rompan ninguno de los demas enlaces péptidos y se recupera como derivado
de 1a feniltiolddantoina, que puede ser identificado cromatogrificamente, £l tripéptido restante se somete,
al mismo procedimiento y asi sucesivamente hasta que se han identificado todos fos residuos,
[UENTE. WHITE, LTAL 1978
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4.4.2.2. ESTRUCTURA SECUNDARIA

" Esto estructura esto relacionada con el ardenamiento espacial de los residuos de aminodcidos proximos
entre si, en lo secuencia fineal. Algunas de eslos relaciones  estéricos son de noturdleza regulor,
originonda una estruclura periddica. Se incluyen en lo estructura secundario lo a~hélice, lo limina
plegada B y la hélice del colageno. (1oyaiys)

En 1951, Pouling y Corey dedujeron la estructura de lo a-hélice, de igual forma descubrieron lo
estruclura de lo B~plegoda, que difiere profundamente de la anterior en que es una hoju en vez de

un cilindro ( fig. 416 y 4-17). (ayn)

Figurs 4-16 Estructura helicoidal, Figura 4-17 La conformacion mas extendida de
Unidad que se repite cada 0,54nm. las cadenas polipeptidicas,

Unidad que se repite cada 0,7nm,
TUENTE MATHEWS,1990 Y LEHNINGER, 1991
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5A
Figurs 4-18 Vista superior de una seccion transversal del a-hélicoidal.

Los radiios de van der Waals de los dfoios son mayores de como se representan aqui; por consiguienie,
casi no hay espacio libre dentro de Ia hélice. Notése que 1as cadenas Laterales quedan por fuers de la

hélice. _
FUENTE STRVER,195¢

h—U,’U nm —«

Figura 4-19 Vista superior de tres cadenas ordenadas en forma de hoja plegada (f)).
Se muestran los enlaces de hidrégeno transversales entre las cadenas adyacentes.Los grupos R

aparecen sombreados,
FUENTE. LEHNINGIR,1 991

fn 1930 Wiliom Astbury en Inglaterrg efectiio los estudios inicioles de royos X sobre lus prateings.

Encontrondo que se oblenion 3 tipos distintos de difraccion can rayos x con a) queratings y elostina

1
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(fig. 4-20), b} colagenof posee una estructura superespiralizada a lo que se denoming triple hélice), y c)

fibroina ( de lo seda consta de varias cadenas B-laminares). Esto se debio o que los codenas

polipeptidicas pueden plegorse en estructuras regulores: la a~héfice y lo B-plegodo. (s)e)

Ordenacidn
de 12 queratina
del cabello

fidlive @

Frotofibrills

Organizacion
de un cabello
completo

Figura 4-20 Estructura del pelo y de 1a a-queratina del pelo,

La unidad basica de 1a estructura es una cadena polipeptidica de o.-querating en su forma nativa de
hélice-a.Tres cadenas de hélice-a forman un corddn superarrollado de tres hebras y 11 de tales
cordones constituyen una microfibrilla def pelo,

FUENTE. LEHNINGER, 1991
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‘V

e H X,
[ H Q“,
l ¥ 5
p " "

4 H #

: o
¢ W
? H W

Figura 4-21 Etapas de la ondulacion permanente.

A) En el pelo liso los asrollamientos en hélice-a de 1a queratina se mantienen en posicion recta por
intesvencion de los enlaces disulfuyo transversales,

B) Para confenir ¢l nizado se rompen los enlaces transversales por intervencion de los reductores, lo
que convierte los entaces disulfuro de la cistina en los grupos tiol de los residuos de cisteina, uno en
cada cadena,

C) El pelo se riza en una forma. A medida que los amvollamientos polipeptidicos se curvan, los
correspondientes grupos tiol se desplazan unos de ofros.

D) Se establecen nuevos enlaces transversales de cistina por oxidacion de los grupos -SH . Los
nuevos enlaces transversales convierten a los rizos en "permanentes”,

FUENTY. LEHNINGER. 1991
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Tabla 4-6 Estructuras Secundarias Y Propiedades De Las Proteinas Fibrosas,

ESTRUCTURA CARACTERSTICAS EJEMPLOS

Hélice a, enlaces transversales por  Estructuras protectoras insolubles, Pelo, plumus, unas,

cisting resistentes de dureza y flexibilidad

voriables.

Conformacion B Filamentos blandos, flexibles. Seda

Triple hélice de! coldgeno Elevado fuerza tensil, sin estiromiento  Tendones, matriz
0seo

Codenos de elosting enlozados Dos direcciones estiramiento con Ligamentos

transversalmente par desmosing elosticidod

FUENTY. LEHNINGIR, 1991

Tabla 4-7 Resimen De La Estructura Secundaria De Las Proteinas,

fibrosa Exclusivamente helicoidal,

Exclusivamente lominar,

Clobulor En porte helicoidal, en porle lominar y en parte
oleotoria.

En parte helicoidal y en parte oleotorio.

En parte lominar y en porte oleotorio,

Totolmente aleataria,

FUENTE. BOHINSKL, 1991
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4.4.3.). ESTRUCTURA TERCIARIA
Se emplea el términa de estructuro terciaria pora designar el moda como se hallan plegodos los
cadenas polipeptidicas de las prateinas glabulares para que puedan adoptar los formos esféricas o
globulares (fig. 4-22). (1oyen)
Lo deduccion de lo estruclura tridimensianal de los proteinas globulares lo constituyeron los
estudias por royos X de lo miaglabing, globular, efectuados por John Kendrew y Colaboradores en

Inglaterra, en los aos de 1950. (10)

Mioglobina

Figura 4-22 Se muestran como ejemplo los modelos de algunas proteinas que presentan estructura
terciaria.

o a) En el caso de la mioglobina, s6lo se representan los dtomos de catbono a, el grupo hento y las
dos histidinas adyacentes,

o b) En el caso de la ribonucleasa los segmentos de a-hélicé se representan en forma de hélice , las
laminas § en forma plana y los puentes disulfuro en forma de rayo.

FUENTY. STRVIR,1994 y MATHEWS, 1991
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Tabla 4-8 Clasificacion De Los Aminodcidos De Acuerdo Con La Polaridad Y La Situacion En
La Estructura De Las Proteinas Globulares,

Los aminodcidos muy hidrofiicos se encuentron cosi siempre en la superficie externa de los
proteinas globulares,

Acido ospartico
Acido glulamico
Asparaging
Glutoming
Lising

Argining
Histiding

Los aminodcidos muy hidrofobicos se encuentian, en su mayor parte, en el interior de los proteinas
globulores. :

feniloloning
Leucina
Isoleucing
Metioning
Valing
Triptofano

Los ominodcidos de poloridad intermedia se encuenlran tanlo en el interior como en el exterior de
los proteinos globulares.

Prolina
Treonina
Serina
Cisteina
Alaning
Glicina
Tirosina

FUINTE. LEHNINGIR, 1991
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Figura 4-23 Factores que mantienen 1a estructura terciaria de las proteinas globulares.
FUENTE. LENINGER, 1991
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4.4.34, ESTRUG'I’URA CUATERNARIA

El nivel cuoternario es una osaciocion de dos o mas codenos polipeptidicos unidos ton sdlo :por
fuerzas de atraccion no covalentes entre los grupos "R" de la superficie de los codenas. No hoy
formacion de enlaces covolentes, como los puentes -S-S-, entre los codenas.

Los prateinos de este qrupo se conocen como oligomeros (dimeros, trimeros, letrameras, elc.) y
los cadenos individuales suelen llomarse subunidades. Si los cadenas subunitarias son idénticas, lo
proteina es un oligomero homdgeneo; si son diferentes (coma en la hemoglobing), se lloman
olighmeras heterogeneos. La hemoglobina constiluye un ejemplo de nivel estructural cualernario de
los proteinas (fig. 4-24). (o)

La estruclura tridimensional fue deducida por Mox Perutz y sus colegos en Combridge. El andlisis
por royos X ha revelodo que lo hemoglobing tiene una molécula aproximodamenle esférica, con un
diometro de 5,5nm. Los 4 codenas polipeplidicos se odopton conjuntomente y odopton una
disposicion aproximodomente tetroédrico, pora construir lo coracleristico estructura. cualernario de

lo hemaglabina (fig. 4-24). (10)
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Figura 4-24 Comparacion entre las estructuras de la mioglobina y la hemoglobina, Cada una de las
4 cadenas que conforman la hemoglobina presentan una estructura similar a la de Ia mioglobina, La

hemoglobina consts de 2 cadenas « idénticas y 2 cadenas P idénticas. Las cadenas o y f se
diferencian en su estructura primaria y en el No. de aminodcidos.

FUENTE.LERNINGER,} 991
Tabla 4-9 Algunas Proteinas Oligoméricas.
PROTE INA Pm | CADENAS POR MOLECULA
Hemaglabina{mamiferos) 64500 4
Adenilolo quinasa(higodo de rofa) 18000 3
Hexoquinasa{levadura) 102000 2
Lacloto deshidrogenaso{corozan de buey) 140000 4
Citocromo oxidasa 200000 ]
Glufomata deshidrogenaso(higudo de buey) | 320000 6
Fy AlPasa 380000 90 10
RNA patimerasa(E.coli) 400000 5
Aspartalo transcarbomiloso(E.coli) | 310000 12
tsocitruto deshidrogenaso(corozon de buey) | 1000000 10
Clulamina sintetasa(E.coli) 600000 12
Complejo de la piruvata deshidrogenas | 4600000 12

FUENTE. LEHNINGER, 99t
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4.4.4. DESNATURALIZACION DE LAS PROTEINAS

Dodo que se trola de un eslodo muy fraqil, lo conformacion origincﬂ de los proteinas globulares
estd sujelo o alleraciones par diversos ogenles quimicas, fisicos o fisicaquimicos (loblo 4-10), sin
que ocurran combios en lo secuencio de los aminodcidos. £sfz perddy a4 canformaciin. o/
se doma_ gesnaluralzacdn,. (WeX)

Segin Merlz, lo desnaluralizocion puede definirse como cualuer. combio en. wna proteia. globulor
que disminye sy solubilided en el punlo rsoelclico, ()

Dependiendo del qrado de desnaturalizacion, el término posee vorios significados (fig. 4-25).
Nolese que en olgunos proleinas el proceso es reversible . £ resloblecimiento de lo conformacian y
fo actividod biologico es olro pruebo de que los niveles estructuroles secundario, ferciorio y

cuaternario de los proteinos dependen de lo estruclura primario (fig4-26). (st

Conformacién original " Estados de desnaturalizacion

a%lég = RRB

generimenteposible . - smero puede tener o no tener

oligémero algo desctividad

dexdotismiento (parcislmente desdoblado)

algunas veces
¢l grado de pérdida de ,
actividad es variable y va de parcials
complets

i@ desdoblamiento

’——.——_—

algunas veces (desdoblamiento total)
Is actividad se pierde por completo

Figura 4-23 Conformacién oxiginal y estados de desnaturalizacién.
FUENTE BONINSKL1991

82



Mirlam Alvarez Velssco 4.Aminodoidos y Proteinss

* Lo estructura rigido de uno proteina globular se mantiene en su formo mediante 3 tipos principales
de enlaces cruzados: ()
1, S-S ditiol,
2. Puentes de sal (entre los dcidos aspartico y glutamico, y lising y arginina).
3. Enlaces de hidrogeno (entre enlaces peptidicos -C=0..H-N-, y grupos "polares" semejantes).

Figura 4-26 Desnaturalizacion térmica de la ribonucleasa, Este esquema muestra el cambio en la
conformacion de la molécula nativa de ribonucleasa, debido, a Ia ruptura de algunos enlaces que la
estabilizaban. Notese que los enlaces disulfuro (de color mds claro) no fueron atacados, El calor y
otros tratamientos pueden desnaturalizar o desplegar a las proteinas nativas globulares sin que se
rompa el enlace covalente del esqueleto. La proteina desnaturalizada puede adoptar muchas formas
diferentes, las cuales, habitualmente, son inactivas bioldgicamente.

JUENTE. MATHEWS, 1991 y LEJNINGER, 1 991
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Tabla 4-10 Desnaturalizantes De Proteinas,

AGENTE

CAUSA PROBABLE DE DESNATURALIZACION

Calor,

Ruptura térmica de los puentes de sol"fusion” del aguﬁ refenida

como cristal de hielo.

Acidos minerales y alcalis.

Ruptura de los puentes de sal.

Acelong, Ruplura de las enloces de hidrogeno,
Alcoholes Ruplura de los enlaces de hidrogeno.
Urea. Ruplura de los enloces de hidrageno.

Acidos lingslica, picrico,

{ricloroacética,

Ruptura de los puentes de sal.

Trituracion vigorosa,

Desconocida.

Batido a agitacion.

Desplozamiento de los codenas peptidicas (la proteina de

monacapos se forma en lo superficie y en lo espuma,

Luz visible + sensibiizador.

Desconocido,

Ondos ultrasnicas.

Agitacion mecanico, efectos térmicos, iberacion de (0) del aqua.

Luz ultravioleta; tombién, royas X.  Absorcion de energiu, ruptura de los enloces.

TUENTE. MIRTZ,1971
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Cuando los cadenos peptidicas, fuertemente plegadas, de uno proteina glabulor se desdoblon en un

grado notable debido a la desnoturalizacion, la proteina globulor soluble se transforma en proteing
insaluble de tipo fibroso. De esta manero, se producen fibras comerciales o partir de proteinas
globulares, (e

fn 1964 el trabojo de Christian Anfinsen sobre lo ribonucleaso, un enzima que hidroliza ¢l RNA, vino
a dor una nueva vision de las relaciones entre lo secuencia de los aminodcidos de una proteina y
su conformacionlo ribonuclessa es una cadeno polipeptidica que contiene 124 residuos de

aminodcidos. (42)

Figura 4-27 Secuencia de aminoacidos de la nibonucleasa bovina, Los cuatro enlaces disulfuro se

representan mas obscuros.
FUENTE. MOORE,1973
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Cuondo los cadenos peptidicas, fuertemente plegadas, de una proteina globular se desdoblon en un

grado notoble debido o lo desnaturalizacion, o proteina globulor soluble se transforma en proteing
insoluble de tipo fibroso, De esta monero, se producen fibras comercioles o parlir de proteinos
globulares, (s)(31)

fn 1964 el trabojo de Christion Anfinsen sobre lo ribonucleaso, un enzima que hidroliza el RNA, vino
o dor ung nueva vision de las relociones entre la secuencio de los aminodcidos de una proteing y
su conformacidon.lo ribonucleaso es ung codena polipeplidica que conliene 124 residuos de

aminodcidos, (42)

Figura 4-27 Secuencia de aminodcidos de 1a nbonucleasa bovina, Los cuatro enlaces disulfuro se

representan mas obscuros,
FUENTE MOORE, {973
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Sus cualro puentes disulfuro pueden escindirse reversiblemenle reduciéndolos con un reactivo, tal

coma el B-mercaploetanol, que forma disulfuros mixtos con los cadenas loterales de cisleino. En
presencio de gran exceso de B-mercaploetanol, fos disulfuros mixtos también son reducidos, de

modo que el producto final es una proteina en la cual los disulfuros {cistina) estan completamente

transformados en sulfhidrilos (cisteinalye2fLo estructura del B-mercaptoetanol es HS-CHy-CH,-OH

S R—QH S-S-R R@D—S—S—R SH
C c
S SH SH

PROTE(NA OXIDADA DISULFURO MIXTO PROTE (NA REDUCIDA

Figura 4-28 Reduccion de los enlaces disulfuro en una proteina por exceso de reactivo sulfhidrilico

tal como el f3-mercaptoetanol.
FUENTE. STRVIR, 1994

Usa 8 MYy
- mercaptoetanol

Aibonuclesss nativa Ribonucleasa reducida y desnaturalizada

I—

Tigura 4-29 Reduccién y desnaturalizacion de la ribonucleasa,
FUENTE STRVER,1994
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Anfinsen hizo entonces la observacion cruciol de que lo ribonucleasa desnoturalizada, liberado de lo

ureo y del B-mercoploelonol por didlisis, recuperaba lentomente lo octivided enzimatica.
Inmediotamente  percibio el significado de este hallozgo cosual: los sulfhidrilos del enzimo
desnoluralizodo  quedobon oxidados par e aire y de esta forma el enzimo se plogabo
espontdneamente en una forma cotaliticomente octiva. Todos los propiedades fisicos y quimicas
medidos en el enzima reconformado eran virtuolmente idénticos a los del enzima nativo. («)

reduside > >
! Eliminacion por Orupos sulfhidriios
dd:lulo de s wea  oxidadon por ol sire

en la ribonucisass
v reducide

Ribonuciensa nativa

FUENTE STRVIR,19%4
Exislen 105 formas diferentes de opareor 8 cisteinos para formar cugtro enloces disulfuro;

solomente una de eslos combinaciones es enzimdticamente aoctive. Los 104 oporeomientos
equivocados han sido denominados de forma pintoresca ribonucleaso "revuella”. Anfinsen encontro
entonces que la ribonucleasa "revuelta” podia converlirse espontaneomente en ribonuclesso naliva,
completomente activa, cuando se ahadion pequeos trazas de B-mercaptoetanol o lo disolucion de
lo proteina reoxidada (fig. 4-31). (1)

Trazas de
§-mercaptostanol

Albonuclesss srevuellas Ribonucloasa nativa

Figura 4-31 Formacion de la ribonucleasa nativa a partir de la ribonucleasa "revuelta”,
FUENTL. STRYER,1994
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Una enzima es un cotalizodor biologico que fleva o cabo reocciones  bioquimicas o muy altas

velocidades y con un elevodo grado de especificidad; en su ousencio, o moyoria de 1o
{ransformaciones quimicas requeridos para mantener activas las células tardarion mucha tiempo en
efeclurse o simplemente no procederian. Su nombre proviene del griego y significa "en 1o
levadura”, yo que o finles del siglo posado, cuando se creo el término, se pensaba que estos
campuestos solo actuobon en el interior de los células. (3

Todos los animales y vegeloles, ol iqual que fos hangos, levaduras y baclerios sintetizon las
enzimas; de hecho, su accion estd estrechamente ligada con cuolquiera de los elopas biolagicas
(nacimiento, germinacion, desarrollo, crecimiento, reproduccion, seneclud, muerte, elc.) de lodos los
lejidos aclivos. Debido o eslo, los dimentos confienen unu gran variedod de enzimas endogenos
(es, decir propios del alimento) que les provocan cambios benélicos y dafinos, odemas de los que
provienen de los distintos contaminaciones microbionas. Par esta razon, es muy importante conocer
ls diversas aclividades enzimalicos de cada praduclo, para asi oblener venlojas de ellas y evilor
los problemos indeseables que pucde Lroer consigu su presencia. (3)

Lo enzimologio asi como los tecnologios que emplean enzimas perlenecen lo era moderng; sin

embargo, su usu puia lo produccion de olimentos se remonta o muchos siglos atras. £l vino lo
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conocion los egipcios y los osirios 3000 ofos antes de Cristo, pero fué silo hosto nuestro siglo

cuondo se descubrieron los mecanismos de lo fermentocion. En lo “ontigiiedod, muchos pueblos
utilizaban los hojos de ciertos plontos paro envolver diferentes derivados crnicos; esto focilitaba 1o
accion de los proteasos veqeloles (papaino, bramelina y ficina) sobre las proleinas onimoles, y se
provocaba el ablondomients de lo come. Asimismo, olgunos tribus wlilizobon el estarmago de
corderos y becerros pora eloborar alimenlos menos perecederos o parlir de lo leche de distintos
especies; ahora se sobe que lo accion de la renina sabre las coseinos provaco lo coaqulacion de lo |
leche, que es uno de los primeros posos en lo monufoctura de lo gron mayaria de los quesos
conocidos. (3)

Actualmente se conoce lo existencia de més de 2000 enzimas, de los cuales muchos ya hon sido
aislodas, purificados y cristalizados; su estructuro quimico es de cordcler proteinico globular, Su
especificidod de coldlisis es Gnicu pues es mucho mayor que lo de lo gran mayoria de olros
compuestos orgdnicos e inargdnicos que se emplean en los distintas procesos industrioles, £n
relacion con su velocidad de accian, olgunas de ellas tienen lo capacidad de transformar mas de un
millan de maléculos de sustral, por segundo, por molécula de enzima; cube indicar que, ol iqual
que otros cotahizadores, solo aceleran lu velocidad de oquellos regcciones que \éunodinﬁmicomenle
san posibles. (3)

£l técnico en alimenlos trobajo continuomente con sistemas en los que los enzimas desempedian un
pape! muy importante; muchas productos alimenticios se (abricon o trovés de rescciones quimicas
que se efectian por medio de lo enzimos endagenas, par los que se ofioden o por los de los

microorqganismos. (3)
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Todos los enzimos son praleinos, lienen una estructura lridimensional globulor, eston formodas
generalmente por uno solo cadena polipeplidics, y slo logron ser activas cuondo los polimeros
desarrollan ung conformacion que permite establecer su centro ocltivo. En muchos cosos estan
integradas por una parte proteinica {opoenzima) y otra que no lo es (cofactar). Esle Gtima es un
compuesto de peso molecular bajo, muy estable of calor, que presenla varios grodos de union con
lo apoenzimo; los principoles cafactores son los vitominos (tiaming, niacing, piridoxina, ribafloving y
dcido pantoténico), los cationes (cobre, molibdeno, zinc, magnecio, hierro, manganeso y calcio), los
oniones {cloruros) y olros substancios organicas. (3)

Debito 0 su nalwrolera quinica, a s enzimes /es aleclan los mismos faclores que oleran a s
profeinas por esto razon, cada una de ellas, para actuor en formo ()ptimd. requiere de cierlas

candiciones camo lo temperaturg, el pH, elc. (3)
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Tabla 5-1 Repercusion Social Del Desarrollo De La Ingenieria Enzimitica,

Reutitizocion de desperdicios industriales.

Uso mas eficiente de recursos.

Nuevos procesas quimicos no contominantes,

Sustitucion de lo fermentacion por procesos enzimaticos.

Uso de enzimos como colalizadores en lo industria quimica,

Mayor flexibilidad en lo localizacion de plantas quimicas.

Desarrollo de nuevos productos y pracesos.

Mejorio en lo calidad de los productos.

Progreso en la teropio de enfermedades congénitos.

Desarrollo de mélodos rpidos y exactos en lo medicion de efectos de drogas.
Utilizacion de técnicos avanzadas de ingenieria enzimatica en lo pactico médica.
Disminucion de lo contamingcion de oguas (rios y mares).

Disminucion de lo contaminacion del oire.

Mejoria de lo balanza de pagos por pago de regalias y venta de lecnologia Enzimética ol
exterior,

FUENTE. LOPEZ Y QUINTERO, 1987

Tabla 5-2 Aveas De Aplicacion Presente Y Potencial De La Tecnologia Enzimatica,

Agricultura Fijacidn de nitrageno.
Bindegrodocion.

Quimica Sintesis organico.
Petroquimico.

Energia Conversion de celuloso.
Utilizacion de olimentos.

Alimentos Aminodcidos.
Modificacian de olimentos,

Productos Formacéuticos. Antibioticos.

Enzimoterapio

FUENTE. LOPEZ Y QUINTERO.1987
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Tabla 5-3 Principales Aplicaciones Industsinles De Enzimas En Alimentos,

INDUSTRIA ENZIVA S0
Panaderia a-Amilasa fingica Mejoramienta general,
Profeaso fingica Ablondamiento de inasa.
Lipaxidasa Blanqueado de pan.
Cervecerig a~Amilasa bacterians Malteado de cebada y alras cereales.
Prolegsa bacleriana
Amioglucosidosa Fingica  Efimina dexlranas y endulzo lo cervezo.
Papoina Clorificacion
#~Clucanaso Disminuye lg viscosidad.
Awcarera a-Aniluse bacterigna Solubilizacian de atmidan o alla
Anmiloglicosidoso fingica  temperatura,
Inverlgsa Conversion de almiddn o glucose
Glucasg isomerase Hidrofisis de sacarosa.
Conversion de qlucose a fruclgsa,
Lactea Renino o sustitulo Cugjodo de leche.
Penicilingso Elimingcion de penicifing en leche.
Loclaso Praduccion de feche y suero sin lactasa.
Cololoso Eliminacian de Hy0,.
tielados Laclos Elimingcian de laclose que puede
eristalizar, ‘
frutas Peclinosos Mejoros diversas {clorificacian, fitrado,
elc.)
Vegetales Celulnsus Ablandamiento y mejora del sabar.
Huevo Ghicosa oxidaso Eliminocion de glucosa ontes def secodn,
Lipasas Propiedades espumontes de clara de
hueve.
Carnes Papain Ablandarmiento.

TUENTY. GACESA, ET. AL,1990 ¥ WISEMAN, ET.AL,195}
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1. Son muy egpecilicas.

7, Son de noturalezo proteico. (exceplo tiboz'\md—ARN cataltico)
3. Son globulares. (Presen\undo gstructura 10.20., ¥ 3o

4, Sutren desnu\um\izoc'\bn.

5. Lo velocidad de regccion es de dos 0 tres grdenes de magnitud mayor que o de los

cotolizadores inorganicos.

6. Los condiciones de reaccion, temperature ¥ presion relotivomente bajos, hacen aue 5U USO Se0

poco costoso.

Ademds, 105 adelontos en diversos 0reos hon permilido que \os enzimas tengon mos

gplicociones poIque:

7. Se pueden producit faciimente y en gron contidod medionte lécnicas qenélicas.

8. Se reutilizon medionte \6enicos de inmovilizacion.

g, Se pueden reqlizor reCCioNes de sintesis en yorios posos.

NWWYQUIN’I“D,WH
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£l peso molecular de los enzimas varia considerablemente; el de lo lizosima, por ejemplo es de

14400 y ¢f de fo B-goloclosidusa de 52000 (toblo 5-4),

Tabla 5-4 Peso Molecular De Algunas Enzimas

ENZINA PESO MOLECULAR
Lisozima 14400
Fosfolaso alcaling 80000
Prolifenol oxidoso 128000
Calolgse 232000
Ureasa 483000
p~Calactosidase ' 520000
Rening 31000
Bromeling 33000
Papaino 23900
Pepsing 33000
FUENTE. BADUL1 999
Molécula

de MUl Maecula
3 de) subsiraro

1800 e

Figura 5-1 Dimensiones relativas de una molécula de enzima de tamafio medio (Pm 100 000, 7nm
de didmetro) y de una molécula de substrato tipica (Pm 250, longitud 0,8nm). El sitio activo ocupa
solamente una pequefia fraccion del drea superficial de 1a molécula del enzima, Se muestra, también,
1a molécula del agua con fines comparativos,

FUENTE. LEHNINGER, 1991
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+ SIMPLES. FORMADAS POR UNA PROTEINA. (aminadcidos exclusivamenle)

UNIDOS FUERTEMENTE,
GRUPOS PROSTETICOS,
COMPUESTOS ORGANICOS.
OEBILMENTE UNIDOS, :
COENZAUS. :
PARTE NO PROTEN ;
; IONES INORGANICOS——Hg™ i Ca®* ,Cut Fet' Zn®* .
» CONAGADAS :
: PROTE 18A
HALOENZINA APOENZINA

FUENTE, LEHNINGER,1991

8.4.1. COFACTORES
Ngunas enzimas, necesitan poro su octividod un companente quimico adicionol llomado cofactor,
este puede ser bién inorganico, como los ones Fe?* , Mn®* o Zn?* | o una moléculo organico

camplejo llamada coenzimo (tablo 5-5). (20

95



Miriam Alvarex Velssco

S.Endmas

Tabla 5-5 Enzimas Que Contienen o Necesitan Elementos Inorgdnicos Esenciales Como Cofactores,

Fel* g Fe** | Citocramo axidasa,

Colaloso.
Peroxidasa.
Cu” Citocramo oxidoso.
" DA polimeraso,
Anhidroso corbonica,
Alcahol deshidrogenasa.
Mg Hexoquinaso.
Glucoso-G-loslalosa,
M" Arginoso,
K Piruvologuingso(lombién preciso My®' )
W Treaso,
Wo Nitrolo reductoso,
Se Pesaxidoso del qlulolion,
SUENTE. LEHNINGER, 1991
5.4.2, COENZIMAS

Las coenzimas reciben o ceden un fragmento, quimicamente activado proveniente del sustiato, las

coenzimos no se consumen en lu reaccion y solo oction coplondo y fiberando cierlos grupos

participantes.Cuando estan fuertemente unidos o lo enzima reciben el nombre de grupo prostelico.
Tabla 5-6 Coenzimas Que Actiian Como Transportadores Eventuales De Atomos Especificos O De

Grupos Funcionales.
COENZIMAS {NTIDAD TRANSFERIDA
Tirolostato de tiomno, Aidehidos.

Dinucledtido de flaving y de adetino.

Alomos de hidragena,

Dinuctedtido de nicotinamida y de adenina,

lon hidrura (1),

Caenzima A.

Grupos acllo.

fosfolo de piridoxy).

Crupos oininp,

5"~ Desoxiodenosilcobolaming.(Coenzimo B,5)

Atomo de H y qrupos alquilo.

Biociting,

(0

Telrahidralatota.

Qlres grupos monocarbanadas.

FUENTE. LEHNINGIR,199)
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§.5.1. LOS ENZIMAS INCREMENTAN LA VELOCIDAD DE LAS RECCIONES

QUIMICAS DISMINUYENDO SU ENERGIA DE ACTIVACION

Los enzimas son cotolizadores verdoderas. Provocan un cumento grande de lo velocidad de
reacciones quimicas especificas que de otra modo solo se producirian muy lentomente. No pueden
glteror el punto de equilibrio de lo reaccidn que promueven ni se consumen en ellas o experimentan
alteraciones permanentes enlas mismas.

Debe recordarse, en primer lugar, que el contenido de energia de los moléculos individuales en una
poblacion, o temperatura canstante, varia mucha y puede representorse por una curvo de forma de
campana. Algunas moléculas son muy ricas en energia , algunas san muy pobres, pero la mayor
paile lienen un cantenido de energia praximo al valar medio, Una reaccion quimica, tol como
A == P tiene lugar porque una fraccion de vmoléculus de A en un instante determinado,
posee mas energia interna que el resto de la poblacion, lo suficienle para que puedo oscender lo
c¢ma de lo "caling” de energi, huste uno forma copaz de reaccianar lomada el esttr o
lransicion . [a. energia. de. aelivacin. de. 4na. feacain. £5. 4. conlidod de. energia.. expresady. e
coloizs. necesana para Meva lodss. fos. moléculys. de. Jmol g una. substancir @ .una. lemperalue
Lelenmiads. 2/ estody. db. fransicin, en. fo. cing. db. 4o barrera. o energip En este punto lodos
tienen lo misma probabilidud de experimentar lo reaccion y formor los produclos o retroceder y
reunirse, de nuevo, con el conjunto de maléculas de A que no han reaccianudo . Lo velocidad de
cualquier reaccion quimico es proporcional a la cancentracian de las especies en el estodo de

transicion. Asi, lo velocidad de una reaccion quimica serd muy elevada si se hallon en el estado de
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tronsicion uno cantidod gronde de moléculos de A, pero muy bojo si solamente se holla en dicho
estado una froccion pequena de los moléculos de A.

Hay dos métodos qenerales por los que se puede oumenlar la velocidad de una reaccion quimica:
Uno es el de de oumentar la lernperalurg, lo cual incrementa el movimiento téimico de los -
maléculos y de esle modo Yo hace la fraccion de moléculas que posee suficiente energio inlerno
para alcanzar el estado de transicion . Habituamenle lo velocidod de uno reaccion quimico se
duplica por cada 10°C de oumenlo de la lemperalura,

t£} sequndo mélodo poro aceferar una regccion quimica es el ofadir un cotolizodor. Los
colalizodores oceleran los reacciones quimicas, porque encuentran un "pase” mas bojo porg
otravesor la barrera de lo energio. £} catalizador, representodo por C, se combina transiloriamente
con el reaccionante A pora producir un nuevo complejo o compuesto CA, cuyo eslodo de transicion
posee una energia de octivacion muy inferiar o la del eslado de lransicion de A en lo reaccion o
catalizoda, £l complejo CA , catalizodor-reoecionante, reacciona entonces y forma el produclo P,
con lo que se libero el calalizador libre que puede combinarse de nuevo can utrt_l molécula de Ay
repetir el ciclo. De esle modo el catolizador disminuye lo energio de oclivacion de las reacciones
quimicos, permitiendo que una fraccion mucho moyor de los moléeulos de uno - poblocion
delerminada reaccione por unided de tiempo que en ousencio del cotalizodor. Existe mucho
evidencia que mueslia que los enzimos, ol iguol que los demds catalizadores, se combinan,

lambign, con substralos durante el curso de sus ciclos catalticos.

FUENTE. LEHNINGER,1991 Y MONTGOMERY,1992
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Lo catalisis disminuye la barrera de energia de activacion de las reacciones quimicas sin alterar lo
variacian de energia fibre global de la reaccion o la posicion final del equilibrio. En el maximo de la

barrera de energia de activacian existe un estado de transicion, ()3

ESTADO DE TRANSICION O BARRERA DE ENERGIA DE ACTIVACION

F..II-II-.--.I..II.---’
ENERGIA DE
ACTIVACION
DE LA REAC-
CloNNO [ ° " " === " *PENERGIADE
CATALIZADA ACTIVACION DE LA
REACCION CATALIZADA
ENERGIA ‘
LIBRE
DEL CRCI - o w ..
SISTEMA ESTADO INICIAL ENERGIA DEL REACTIVO
(4G)
VARIACION
GLOBAL
DE LA ENERGIA
LIBRE
- % B N 8 @ 5 ® & & " " "8 ® » ane ~ENERG|ADEL
PRODUCTO
ESTADO FINAL EN EL EQUILIBRIO

CURSO DE LAREACCION (f) b

Figura 5-2 Diagrama de la energia de las reacciones catalizadas y no catalizadas,
FUENTE. MONTCOMERY, 1992,
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Los enzimos son oltomente especificos (propiedod que los hace muy diferentes o muchos
cotalizodores no biologices), tonto en lo reoccion que colalizon como en o seleccion de lus
substancios reaccionontes denominadas swstales Un enzima colalizo normolmente una solo
reaccion quimica o un grupo de reacciones estrechomente relocionados. (5)

8.6.1. ALGUNAS CARACTERISTICAS DE LOS CENTROS ACTIVOS

£ centro octivo de un enzima es o region que se une ol sustrato (y of grupo prostélico, si existe)

y contiene los residuos que participon directamente en lo produccion y rupturo de enloces. Estos

residuos se denominan grepos calolticos. Aunque los enzimas difieren ompliomente en estructurg,

especificidod y modo de coldfisis, se puede establecer un nimeru de generalizociones respecto o

sus centros activos: (t5)(47)(49)

1. 1 centro actin sypone uno porcion relotiomente pequero del volimen lofo! del enzima Cosi
todos los enzimos estan constituidos por mas de 100 residuos de ominodcidos, fo que les do
uno maso moyor de 10kd y un diometro mayor de 25 : (fig.5-5).

2. L centro ochio es uno entilod tndtinensional

3. los sustratos se wnen o fos enzimos por mumerosas foerzas dédiies Los interaccianes no
covalentes en los complejos £S son mucho mas débiles que los enfoces covalentes, que tienen
encrgios entre 50 y 110 keol/mol. Los fuerzas de von der Wools Hlegon o ser importontes en
la unign solo cuando vorios alomos de sustrato se ocercan simultanearnente a varias dtomos def
enzima. Por consiquiente , ef enzima y el sustralo deben fener furmaos complementorins. LI

corgcter direccional de los enlaces de hidrageno entre el enzima y el sustrato o menudo oblige o
un alto grodo de especilicidad (tig, 5-5).
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A, Las cenlras aclinas san kayas o fendidras En todos los enzimas de estructura conocido, los
moléculos de sustralo quedan ligodos o un hoyo o a una hendidura de lo cual el aguo ho
guedado normalmente excluido, salvo que sea un componente de lo reaccion. £l cardcler no ,
polar de esta hendidura aumenta la ofinidad por el sustroto.

Lo especilicrdod okl entace  depende de I dispasiiin exaclamente definil db los dlomas okl

centra acliva Un sustralo debe lener una forma adecucda pora introducirse en el centro. Lo

meldfora establecido en 1890 por Emil Fisher, sobre lo llve y lo ceradura (fig 5-3), ha

demostrado ser esencialmenle correcta y uno forma muy fructifero de  contemplar o

estereoespecificidod de la catdlisis. Sin embargo, esta probado que lo farmo de los centros octivos

de alqunos enzimus se modificon sensiblemente o vunirse al sustrato, como fue postulado por'

Oaniel £. Koshland, Jr. en 1958, Los centros aclivos de estos enzimos lienen formos que son

canplementarios o lo ded sustrato solomente cspuésde que ¢l sustioto se ha unido, Esle proceso

de reconocimienta dinamico se denaming gis/e iduaidy ([ig. 5-4). ()
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Sustrato

[
a
Centro b
activo
a b Complejo ES
Enzima

Figura 5-3 Modelo de la Uave y 1a cerradura de la interaccion de sustratos y enzimas, El centro

activo del enzima por si mismo es complementario a la forma del sustrato,
FUENIE. STRYER, 1994

Sustrato

+-

Complejo £S

Figura 5-4 Modelo del ajuste inducido para la interaccion de los sustratos con los enzimas, El centro

activo tiene una forma coniplementaria a la del sustrato solamente después que el sustrato se une a
é,

FUENTY, STRYER, 1994
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Complajoe -8

Enzima

Figura 5-5 En esta figura se muestran los pasos generales para el reconocimiento entre un enzima y

su sustrato formando asi el complejo enzima-sustrato.
FUENTE. SMIT Y WOOD, 1991
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Lo mayor parte de los enzimos calalizan lo transferencio de electrones, alomos o grupos
funcionales. Por tanto se les closifica dando nimeros de codigo y osignandoles nombres de acuerdo

con el lipo de reuccion de tronsferencio, el grupo dador y e grupo aceplor. Existen & closes

principoles. (21)
Tabla §5-7 Clasificacién Internacional De Enzimas Basadas En La Reaccidn Que Catalizan,
NUMERQ CLASE TIPO DE REACCION CATALIZADA
! Oxidorreductosos Tronsferencio de eleclrones.
? Transferasas Reacciones de transferencio de grupas,
3 Hidrolusos Revccianes de hidrilisis (ronsferencio de gpos. funcianales a!
aqua),
4 Liasas Adicion de qrupos o los dobles enlaces o la inversa,
5 Isomerasas Transferencio de qrupos en ef inferior de los moléculus parg

dor formas isaméricos.

6 Ligasos Furmgcion de enlaces C-C, C-S, C-0 Y C-N mediante

reacciones de condensacion acopludas o lo ruplura del ATP.

FUENTY. LEHNINGER,1991

Lo Internotional Union of Biochemistry ho estoblecido un sistema por el que fodos los enzimos se
incloyen en seis closes principales. Codo clase se divide en vorios subclases que, o su vez, licnen
otros subdivisiones. A codo clase, subclose y sub-subclose se fe osigng un nimero de monero que
el enzima tiene un némera de cuatro digitos osi como un nambre. £l cuorto digite identitica ¢l
enzimo concreto . Por ejemplo, o la alcohol, NAD axidorreductosa se fe osigno ef ndmero 1111
debido 0 que es uno oxidorreduclase, el dudor eleckionico es un alcohol y el aceptor es ¢l

coenzimo NAD, Notése que, of nombror un enzima, se sefalan primero fos sustratos, sequidos por
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el tipo de reaccion ol que se ofade ol sufijo asz £l nombre simplificado del enzima 1.1.1.1, es
alcohol deshidrogenasa {tabla 5-9). (1s)18)

Tabla 5-8 Principales Clases Y Subclases Enzimaticas ,Segun La Nomenclatura De La Unién

Internacional De Bioquimica,
No. de fa Nombre, No. de variedades Catalizan. Comprenden enzimas
close principal. canocidos. usualmente llamodos.

1 OXIDORREDUCTASAS, 216 Reacciones en las | Deshidrogenasas,
cuales un Oxidasas,Reductasus,
compuesto es Peroxidosas,Calalasa,
reducido y otro es }Oxigenasa Hidraxilasa.”
axidado.

2, TRANSFERASAS. 224 Transferencic de  }Transaldosa y
gpos. quimicos de | celolaso.Acil-, metil-,
una molécula a otra| glucosil- y
sin que hoyo Fostoriltransferasas, Qui
oxidacion o nasus, Fosfamutosos.
reduccion,

3. HIDROLASAS, 200 Rompimiento de | Eslerasas,Glucasidasa,
moléculos, con Peplidasas,Fosfatosa,Ti
adicion de los olasas fosfolipasas,
elementos det oquo. | Amidasos,Desaminasa.

4, LIASAS, 105 Remacion de un | Descarboxilaso Nidosas
gpo. quimico del  { Cetolosas Hdralasos,
sustrato, sin Deshidrot asa Sintasus,
hidrolisis, Liasas,
generalmente
ariginando unu
doble ligadura,

5. ISOMERASAS. 16 Reardenamientos | Racemasas,
intrarnaleculares £ pimerosas,lsomerasa,
que modificon lo | Mutasas(no todas)
estructurg
Iridimensional del
sustralo,

6. LIGASAS. 16 Union de dos Sintelasus,
moléculos, con Corboxilosas
hidrolisis de ATP u
otro compuesta rico
en energia,

FUENTE, JUNKEDIA, 1976 y DEVLIN,1992
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Lo mayor porle de los enzimas colalizan lo translerencia de electranes, olomos o grupos
funcianales. Por tanta se les clasifica dando nimeras de cadigo y asignandoles nombres de ocuerdo

can ¢l tipo de reaccion de transferencio, el qrupo dador y el grupa aceplor, Existen 6 closes

principales. (27)
Tubla 5-7 Clasificacion Internacional De Enzimas Basadas En La Reaccién Que Catalizan,
NUMERO CLASE TIPO DE REACCION CATALIZADA

1 Oxidorreductosos Trgnsferencia de eleclrones.

? Transferasas Reacciones de {ransferencio de grupos.

J Hidrolosas Reacciones de hidrolisis (lransferencia de gpos, funcionales of

aqua).
4 Liosus Adicion de grupos o los dobles enlaces o lu inverso.
5 Isomerosos Tronsferencia de grupos en el inlerior de los moléculos poro ?

dor formos isoméricas.

6 Ligosas Formacion de enloces C-C, C-S, C~0 Y C-N medianle i
reacciones de condensacian acoplados o l ruplura def ALP,

FUENTE. LEHNINGIR,1991

La International Union of Biochemistry ha estoblecido un sistema por el que lodos los enzimas se
incluyen en seis clases principoles. Cado clase se divide en varios subcluses que, @ su vez, lienen
olras subdivisiones. A codu close, subclose y sub-subcluse se le asigna un nimero de manera que
¢l enzima tiene un nimero de cuatro diglos osi como un nombre. £l cuorto digito identifica el
enzima concrelo . Par cjemplo, a lo aleahol; NAD oxidorreductase se le osigna el namero 1.1.1.1,
debido o que es una oxidorreducloso, el dador clectronico es un alcohol y el oceptor es el

coenzima NAD. Nolése que, ol nombror un enzima, se sefiolan primero los sustralos, sequidos por
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Tabla 5-9 Ejemplos De Cada Clase De Enzimas,
Clase Ejemplo Reaccion Catalizada
Tipo de Reaccién
+
nap* NADH +H
NP
1. Oxidoreductasas  Alcohol Deshidrogenasa CH4CH,OH: ’ CH3—-L{
(EC11.1)) H
Oxidaclén con NAD+ Ftanol Acetaldehido
2- Tramsferasas  Glucqrinasa CHzDH CH20P032
(EC2.712)
Fosforilacion
D.Clucasa D-Glucosa- Foshtu
Rn1 9 z., Rnl
Carhoxipeptidasa A -——C--N— -C00 " #——CDO +H3N-C-C00
3- Hidrolasas  EC 34.17.) "f I i
Ruptura de enlace pepﬁdko) Polipéptido Rasidun
Cortado C-Terminal
4. Liasas Plruvato Descarboxilasa | N i
(EC 4.11.1) *00C-C-CH3 + H" — €0, + H-C-CHy
(Descarboxdlacién) Piruato Acelaldehido
5.~ {somerasas  Malealo Isomerasa -00c Co0O° “0QC H
(EC.52.11) o\c__ & ‘{c -
(Cls-Trans isomerizacién) \ ~ \
H H H (Wilo e
Maleate ATP Fumarate
6.- Ligasas Piruvate Carhoxilasa @ ADESH @ .
‘ (EC 64.0.1) -00C-C-Chy + €Oy L_Z_, -00C -C-CHy + €00
(Carboxilacian) Piryvato Oxaloacetato

FUENTE, MATHEWS,1930
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Los enzimos son proteinas que pueden considerarse como cotalizadores biologicos que siguen por

tonta los reglos generoles de lo cotdlisis. Sin embargo, presenton una coracteristico que no se
observo en fos cotolizadares no enzimaticos, y que se conoce camo lo "soturacion del sustrato”, En
lo fiqura 5-6 se describe el comportomienta que presentan lo moyor parte de los enzimos respecto
g lo concentrucion del sustrota, ()

£l modelo de cotdlisis enzimotica méds simple y mejor conocido es el de Michaelis-Menten

desorrollodo en 1913 tomondo en cuento el fendmena de soluracion ontes descrito. (29)

1
Vimox

Fcuacion correspondiente ol modelo

1/2 Vimax de Michoelis Menten. | V=mox S}

Km + [S)

Figura 5-6 Velocidad de reaccion en funcién de la concentracién de sustrato representacion grifica

del comportamiento cinético observado en enzimas que obedecen el modelo de Michaelis-Menten,
FUENTE. MONTGOMIRY, 1992
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5.9.1. ETAPAS ALGEBRAICAS DE LA DEDUCCION MODERNA DE LA
ECUACION DE MICHAELIS-MENTEN
Lo deduccion comienza inicialmenle con los dos reacciones fundomentales que inlervienen en lo

formacion y lo ruptura del complejo enzima-substrata,

K,
E+ S =B ... 0)
K.y i

Ky L
(S == +P
K., i

............

En donde:

{E] representa lo concentracion totel de enzima {lo suma del enzimo libre y del enzima
combinado).

[ES] es lo concentracion del complejo enzima-substrato y,

[E] - [ES] representon lo concentracian de enzima libre o sin combinor,
[S1, lo concentracion de substrolo que ordinariomente es mayor que [, de mado que lo contided
de S unido o £, en cuolquier instonte dado, es despreciable si se comporo con lo concentracion

tolol de S. lo deduccion comienza por considerar los velocidades de formacion y de
descomposicion de £S.

\. Veloitad de Lormaciin ¢S, La velocidod de formacion de £S en lu reaccion o) es

Velocidad de formacion = k(f) - [ES) [S)---envvenne- c)
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Donde:

k es lo constante de velocidad de lo reaccion a). La velacidad de farmacion de £S o partir de
£ + P, por inversion de la reaccion b) es muy pequeia y puede despreciarse,
2. Velodad g descomposicin getS. La velocidad de descomposicion de £S es
Velocidad de descomposicion = k.y [ES] + k; [ES)
Donde:
k1 y ky son los constontes de velocidod para fo inversa de la reaccion a) y lo reaccion directa
b), respectivamente.
3. Llado estacionaraCuondo lo velocidod de formacion de ES es iqual a su velocidad de
descomposicion, la concentracion de ES se montendro constante y el sistema de reaccion se halla
en estada estacionario:
Velocidad de formacion de ES= Velocidad de descomposicion de ES
KL = [ESIS) = Ki[EST + JofES] v eve v d)
4. Seoracin g los constantes de. velocidod Se multiplica el primer miernbro de lo ecuacion d)
para dar;
ky [ELS) - KilESIS)
y el sequndo miembro se simplifica dondo (k. + k;) [£S).
Se tiene
KIEES] - KIESHS) = (ky + k)IES]
Efectuondo transposiciones y combiando el signo del término ~kj[ESIES), se obtiene

ki [EJIS) = Ky LESIS) + (ki + kp)IES)
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Que puede simplificarse ulteriormente y queda

KEEALST = (ky [S]+ Koy + )EES]
Que puede resolverse pora [£S]
{tS1 ="k [GHSE
KiST+ k. + ky
Fsta puede simplificarse de tot modo que se combinen las constantes de velocidad en una sola
expresion
(1= [EHSE ceeeneennen. )
(514 (ko + kail/k
8. Leliniin db o velocitid il v, e funcin 0 [ES).
La velocidad inicial, de acuerdo con lu teorio de Michaelis y Menten, esta determinada por
lavelocidod de descomposicion def complejo [£S] en fa reaccion b), cuya constante de velocidod es
ky.
Se tiene, por tonlo
Ve = kftS)
Pero como [£S] es el fodo derecho de f ecuacion ¢), se liene
y, = KlEMS]  weveenerene f)
151+ (ky + kil/k
Que puede simplificarse mas, definiendo Ky (lo conslonle de Michoelis-Menlen) como (ky + k.¢)/k,

¥ definiendo Vo €0mo kofE)] que es lu velocidad cuando fodo el enzima disponible, £, se halla
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presente en forma de ES. Por substitucion de estos términos en lo ecuacion f) se tiene

ECUACION DE MICHAELIS- MENTEN ECUACION DE VELOCIDAD
L—ﬁ —

FUENTE. LEHNINGER, 1991

De lo ecuscion de Michoelis-Menten se deduce una relocion numérica importonte en el caso
especial en el que lo velocidad inicial de lo reoccion sea exaclomente lo mitad de lo velocidad
méiximo, es decir, cuondo vo = 1/2 Vg
Entonces

Voo = Vol S}

2 Ku + (5}

Si se divide por Vg, s obliene
1= 9
ERAT:
Resolviendo para Ky, se tiene
Ku + [S) = 2S)
Ky = 5] cuondo v, es exoctamente 1/2 Vi,

Lo ecuacion de Michoelis - Menten puede transformarse algebroicamente en ecunciones equivalentes

que son dtiles en lo determinacion praclico de Ky de Ve y en el andlisis de lo occion inhibidora.

FUENTE. LEIININGIR, 1994
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§.9.2, MODIFICACIONES ALGEBRAICAS A LA ECUACION DE MICHAELIS (V vs. S)

Para realizor € estudio cinélico de una enzima dada se debe delerminor lo voriocion de la
velocidod inicia! de reaccian a diferentes concentraciones de sustroto, en condiciones optimos de pH
y temperatura, y uno delerminada concentracion de enzimas. Lo informacian cinélica (Km y Vmax)
se puede obtener direclomente de una grdfica lipo Michaelis (V vs. S), ounque con bostante

frecuencio se emplean olgunas de los modificaciones algebraicos de la ecuacion de Michaelis, segin

se flustra en la fig. 5~7. (9)

PENDIENTE= Km
& P ¢ ’ >
. 1‘ . ‘— — ’
o ]
) Km
LC, Lineweover Burk

e er————————— _L:Km __l-{_l__

V Vmax, S Vindx

FUENTE. MONTGOMIRY, 1992
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PENDIENTE= |
Vmox
t 0 s .
Km
EC._HANES
h——————r S=Km + S
V  Vmix Vmox
FUENTE, LOPEZ Y QUINIYRO, 1987

EC. FADIE HOFSTEE

V= Vmax -Km Vs

v/s

Figura 5-7 Diferentes representaciones de Ia cinética de Michaelis-Menten.
FUENTY. LOIEZ Y QUINTERO, 1987
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5.9.3. INHIBICION ENZIMATICA

REVERSIBLE. Se coracteriza por lo rapida disociarion
Lo inhibicion enzimotico puede ser del complejo enzima-sustroto.
IRREVERSIBLE. £} inhibidor quedo covalentemente unido
al enzima o ligado tan fuertemente o

6l que su disociocion es muy lenlo.

La inhibicion reversible COMPETITIVG
puede ser de tipo: é NO COMPETITIVO

ACOMPETITVO

o Un sitidvder competitiio compile con ¢ sustiolo por la unidn af silio activo pero, ung vez
unido, no puede ser transformado por ¢l enzimo. £n esto inhibicion, to enzima puede unirse ol
sustrate (farmando un complejo £S) o af inhibidor (E1) pero na o ambos (ESI), muchos
inhibidores competilivos se porecen ol sustrale y se unen ol centro aclivo del enzim
engaandolo. Oe este modo, se impide lo unidn del sustrofo of mismo centro active. Un inhibidor
compelitivo,disminuye fo velocidad de catétisis reducienda fo proporcion de moléeulas de enzimo
que quedon figadas ol sustiala, 1o inhibicion compelitiva puede superarse ol aumenlar lg

concentracion de sustrato. (5
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o Un mbibiidor no compelitio se une ol enzima en un sitio diferente del que se une el sustroto,
alterando lo conformacion de lo maléculo del enzima de modo que se produce lo inactivacion
reversible del sitio catalitica, Aqui el inhibidor y el sustroto pueden unirse simultaneamente a una
molécula de enzima (ESI). Lo inhibicion no competitiva, en controste con lo competitiva, no

puede superarse of aumentar lo concentracian del sustrolo. (1)

Sustrato \

¢

Inhibidor
competitivo

\

\ 4

no competitivo

\

Suslrato
Inhibidor \

§

<

Figura 5-8 Distincion entre un inhibidor competitivo y 1o competitivo: (arriba) complejo enzima-
sustrato; (centro) un inhibidor competitivo; (abajo) un inhibidor no competitivo, no impide 1a union

al sustrato,
FUENTE. STRYIR, 1994
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6.0.3.1. PRINCIPALES MECANISMOS DE INHIBICION ENZIMATICA Y

MODIFICACIONES A LA REPRESENTACION GRAFICA DE

LINEWEAVER-BURK (PARA DIFERENCIAR LOS TIPOS DE INHIBICION)

+S
f e [S—s E+P =t Kkm [ 14 1\
alt —— — ==
t V Vmax Vmix Ki ]S
15,
NOCOMPETIIVA °+ F e&~[S ~—» £+ P 1 =/ + I} 1 +km [I + 1}
it itw — — —_ —
EI:::;S £SI v Ki JVmox Vmox Ki|S
¥

H

+S
ACOMPETITIVA E:"__l[f"""EJrP t=ft+ 1Y 1 +Km[
S —E4+1+P y

Ki [Vmdx Vmoa S

compelilivo
. = acompelitivo

. ’. . e
— sin inhibir

Figura 5-9 Comparacion del conportaniento grafico de los diferentes tipos de inhibicion, con
respecto a fa enzima libre de inhibidor.
FUENTE. LOVEZ Y QUINTIRO, 1987
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5.9.4. FACTORES QUE MODIFICAN LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
§.9.4.1, EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
Como toda reaccion quimico, los reacciones enzimalicas se medifican con lo temperolurg; o
fendmeno comin de aumenla en lu velocidod de reaccion cuando aumenlo lo lemperatura, doda lo
mayar energio de los maléculos, se sabrepone a lo desnaluralizocion de lo enzima debido o su
origen proteico. El resultoda global de eslas dos interacciones do como resultado un perfil con un
maximo de velocidad o una temperalura que se ha denominado éplima (fig. 5-10). (32)
Lo parte correspondiente ol efeclo cinética se puede describir can lo Ley de Arrhenius:
K= Ae’® { Donde: K es lo conslonte de velocidad de reaccion, R es la conslante general del
estado qoseoso, T lo temperatura en °K y Ea lo energio de octivacion caracteristico de cada

enzima. (32)

TEMPERATURA OPTIMA

INCREMENTO DE LA ACTIVIDAD AL
AUMENTA LA IEMPF_RMURK."—"\\

ACTIVIDAD [1. AUMENTO DE LA TEMPERATURA

CAUSA DESNATURALIZACION.

TEMPERATURA °C

Figura 5-10 Efecto de la temperatura (T) en una reaccion catalizada por enzimas.
FUENTE. MONTGOMERY, 1992
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6.9.4.2. EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

£ comportomiento que siguen los enzimos es similor of descrito para lo temperotura (fig.5.10);

este efecto se puede deber a tres fendmenos independientes:

o Desnoluralizacion irreversible de las enzimas o pH extremos (fig. 5-11); debido o lo pérdido de
su estructura espaciol por rupturg de enloces no covolentes.

o lonizocion del sustrato si es que posee grupos polores.

o Estado de ionizacion de lo enzima,

Es necesario insistir en que el pH of cuol lo enzimo olcanza su méximo actividod no coincide
necesoriomente con ¢f pH of que se observe su maxima estobilidod. Los volores de pH aplimo de
fas enzimas san muy variables, por cjemplo para fa pepsina es de 1,5; pora lo tripsing de,7; pore
lo cotoloso de 7,6; pora la orginuso de 9,7; pato lo ribonucleoso de 7.8 of igual que pora fo

fumnargso. (15)32)

>
1 4

pH tptimo pit

m

Figura 5-11 Efecto del pH en una reaccion catalizada por enzitna
IUENTE, MONTGOMIRY, 1992
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W

lismo celulor grupos de enzimas aclian conjuntamente en cadenos secuenciales o

n el metabol
sislemas pora llevar @ cabo un proceso melabolico, tal como lo conversion de glucosa en dcido
lactico en el misculo esquelético. En tales sistemas enzimaticos, el produclo de lo reaccion del
primer enzima se convierte en el sustrato de la reaccian siguienle y asi sucesivamente (fig. 5-12).
Los sistemas multienzimaticos pueden tener hasta 15 o mas enzimas trabojando en unu secuencia

especifica. (15)(27)

S R

Figura 5-12 Dibujo esquemitico de un sistema multienzimdtico responsable de la conversion de A
en P a través de una secuencia de cuatro etapas catalizadas por enzinas.

FUENIE. LEIHNINGER,1991
fn cada sistema enzimatico hay ol meaos un enzima, el “requlador”, que establece o rige lo
velocidad de la secuencio global porque cataliza lo etopa mas lenta o limitante de lo velocidad.

Toles enzimos requludores no solomenle poseen una funcion cotalitica sino que son tarnbién

119



Mviarn Alvare: Velasco S.Ensmas
capaces de oumentor o disminuir su octividod cotaltico en respuestos o ciertas sefales. Por accion

de tales enzimus requlodores lo velocidod de codo secuencio metabdlico se ojusta de modo
constonte, minuto o minuto, o los variociones en lo demonda de los células respecto a sus
necesidodes de energio y de moléculos sillares necesorios para el crecimiento celulor y su
mantenimiento. En lo mayor parte de los sistemos multienzimaticos el primer enzimo de lo
secuencia ¢s €l enzimo regulodor. Los demas enzimas de lo secuencio, que se hallon habituolmente
presentes en cantidodes que proporcionan un exceso grande de octividod cotolitico, siquen
simplemente ol enzima requlador, pueden promaver sus reccciones solomente con lo rpidez que
les permite lo asequibilided de sus sustratos que proceden de los elapos onteriores. ()
Estos enzimas que regulon el ritma, y cuya actividad estd modulada por diversos tipos de sefales
moleculares se lloman enzimas requisdbres . Existen dos closes principales de enzimas requlodores:
enzimos obslericos o requibdos no covolentemente. y enzimos requladvs covolentemente (1)
8.10.1. ENZIMAS ALOSTERICAS
En alqunos sistemos mullienzimoticas el primer enzimo, o requlodor, posee una coracleristico
diferenciak es inhibido por el producto final del sistema enzimatico, indicando que esld siendo
producido en exceso sobre los necesidodes de lo célulo. Este tipo de requlocion se omo Abiciin
por retroceso o refrofiviveiin Un ejemplo cldsico de esta retrainhibicion oloslérico, uno de los
primeros descubiertas, es lo del sistema enzimético bocteriono que cotaliz lo conversion de
L-treonina en L-isoleucino (fig. 5-13).
[ término alostérico se deriva del qriego allo, "olro” y slereo, espacio o “sitia”. Las enzimas
olostéricos son los que tienen “otros sitios”. Los enzimos alostéricos poseen sitio cotalitico, of que

se une o sustralo y se lansforma, pero lombién poseen uno o mos sitios requlodores o
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alostéricos o los que se unen los moléculos del metabolito que ejerce el efecto requlador que
recibe el nombre de efector o modulador (fig. 5-14), (rs)(27)

o N igual que el sitio catalitico de un enzima es especifico para su sustrato, el sitio olostérico es
especifica para su modulador,

o Los moléculos del enzima olostérico son generalmente mayares y mas complejos que los de los
enzimas simples. Lo moyor parte de elos poseen dos o mas cadenas polipeptidicas o
subunidodes.

o Los enzimas alostéricos muestran, habitualmente, desviociones del camportamiento clasico de
Micoelis-Menten, que es una de los corocteristicas medionte lo cual fueron reconocidas ol
principio,

coo-
u.r'e—clz—ﬂ
H—G—OH
&y

Treunin
(f'" + B deshidrmasa
A

LTreonina

[
D
;
[o{0[0)e
.
H;N“C—H
“> H=-C—CH,; L-Isoleucina
CH,
H,

Figura 5-13 Retyoinhibicion de la conversion de L-treonina en L-isoleucina que es catalizada por
una secuencia de cinco enzimas (E; a Es) a través de cuatro intermediarios AB,C y D. E primer
enzima, treonin deshidratasa () es inhibido especificamente por L-isoleucina,

Esta inhibicion aparece indicada por 1a linea punteada que retrocede y el trazo que atraviesa la
flecha de la reaccion de 1a treonin deshidratasa.

FUENTE. IEHNINGER, 1991
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Subunidad
catalitica

s
M
Complejo activo

Subunidad
regutadora

Enzima
inactivo

; ]l+m

enzima-substrato

Figura 5-14 Modelo esquemitico de 1as interacciones de las subunidades en un enzima alostérico.
En muchos enzimas alostéricos el sitio de union del sustrato y el sitio de union del modulador se
hallan en subunidades diferentes, las subunidades catalitica (C) y reguladors (R), respectivamente,
La unién del modulador positivo, M, a su sitio especifico sobre s subunidad regulsdors se comunica
# 1a subunidad catalitica mediante un cambio de conformacion que hace que se active la subunidad
catalitica y sea capaz de unir al sustrato S con afinidad clevada. Por disociacion del modulador M de
18 subunidad reguladors, el enzima vuelve a adoptar 1a forma inactiva o menos activa,

FUENTE. LEHNINGIR, 1991
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Figura 5-15 Representacion de regulacion alostérica inhibidora y estimuladora.

TUENTY. LEHNINGER,£ 991
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Los enzimos olostéricos exhiben refaciones entre los concenlraciones de sustralo y la velocidad, que

se dilerencian del comporlamiento clasico de Michoelis-Menten en varios ospectos, dependiendo de
si el enzima posee un modulodor inhibidor o estimulador. Los enzimas alostéricos exhiben
“soturacion” por el sustroto cuondo este iftimo se ofode en conlidud suliciente, pero cuondo se
representa lo velocidad iniciol en olgunos enzimos olostéricos fieate o lo concentrocion def sustrolo
(fig. 5-16) se obliene una curva de saturacion sgrmai en lugor de lo clasica curvo de soturacion

por sustrato Aperbdleq que carocteriza a los enzimas no requladores. ()

por un modulador
Aegann

L1 O I

< csement de Ky J

Figura 5-16 Curvas de actividad-sustrato de los enzimas alostéricos representativos. a) Curva
signioide de un enzima homotrdpico en la que el sustrato actita, tanbién, como modulador positivo

(estimulador). Koa s la concentracion del sustrato que proporciona la mitad de la velocidad
maxima, Obsérvese que un incremento pequefio de fa concentracion del sustrato, en la parte
ascendente de [a cuva puede provocar un incremento grande de Ia velocidad de reaccion,

b) Efectos de un modulador positivo o estimulador (+), un inhibidor o modulador negativo (-) y sin
oduludor (0) sobre un enzima alostérico en el que Ko s del enzima estd modulada sin que varie la
Vatax. €) Un tipo menos frecuente de modulacin en la que Vmax results modulada, mientras que
Ko.s es casi constante,

Estos son ejemplos de una variedad de respuestas, a veces muy complejas, dadas por enzimas

alostéricas a la accion de sus moduladores.
FUENTE. 1£1NINGER, L 994
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6.10.2. ENZIMAS REGULADOS COVALENTEMENTE

Otra close de enzimos requlodores impartantes esta modulada por interconversion de sus formo
activa e inactiva por modificacion covalente de lo molécula del enzima, Un ejempla importante s lo

fosforilasa del glucageno, de misculo y de higado, enzima requlodor que cataliza lo reaccion. (o)

(Glucosa)n + fosfolo emmmmmeep (glucosa)n-1 + 1-fosfato-glucoso
Glucageno Codena de
glucageno

gcortodo

£l 1-fosfoto-glucosa asi formado puede degrodorse hoste dcido lactico en el misculo o
transformarse en glucose fibre en el higado. Lo fosforiloso del glucdgena se encuenlra en dos
formas, lo forma octivo, /s/orizso @ y lo forma  relotivomente inactiva, /oswisa 4(lig. 5-17).
Lo fosforilaso o estd constituida por dos subunidades polipeptidicas, coda una de los cuoles posee
un residuo de serina especifico en su secuencio qué se fosforilo en su grupo hidroxilo. Estos
residuos de fosfato de serino se necesitan para que el enzimo desarrolle su octividad maximo. Los
grupos fosfola pueden eliminarse hidroliticamente de lo Josforilasa o por lo occion cotofitico de un

enzima llamado /osfalosa de fo fostoriasaann)

Fosforilosa o + 2140 Fostolase d fostoriosa tosforilasa b +2Pi

(Mas activa) (Menas activo)

Fn esta reaccion lo fosforilusa o se convierte en fosforilasa b, que es mucho menos acliva que |
primera coma colalizador de lo escision del glucogeno. La foslorilose b puede, o su vez reactivarse;
es decir, tronsformarse de nnevo covalenlemente en fosforilusa o acliva, por interconversion de atro

enzimo, lo quiase de o fostordase que cotolizo o tronsferencia de grupos fosfalo desde el AIP o
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S.Enzimas

los grupos hidroxilo de los residuos especificos de serina de lo fosforilosa b (fig. 5-17).

201P + fostorilose b
(Menos activo )

Quirasa b fostordosa,  2ADP fostorilasa a

(mbs octiva)

La degradocion del glucogeno en los miscule esqueléticos y en el higade se requla de este modo,

por variociones en lo relacian entre los formos activo e inoclivo del enzimo. Los dos formos se

diferencian en su estuctura cuaternaria, de mado que el sitio catalitico experimenta cambias en su

estructuro y por consiquiente voriaciones en su actividad catolitica. Aunque en lo moyor porte de los

cosos conacidos o requlocion covolente de lo accion enzimdtica se tleva o cabo par fosforilacion y

desfosforilocion de residuos especificos de sering, tol como se ha descrilo, olros closes de

modulacion covalenle se producen por melitacion de residuos aminacidos o por union de grupos

adenilolo, Estos enzimos se hallan localizados en puntos particulormente crucicles det metabolismo

de modo que puedon responder o miltiples metobolitos requiodores, lonte por modificacion

covalente o olustérica. (34)

Grupos R de los residuos
especificos de serina

([)Il
GH,
Foslo-
rilasa b
{forma
inactiva)
2P, IATP
foslatiss Yuinana
hatutiing sinnlang
tHO  tADP

CHy

Fosfo-

rilass a
(forma
acttva)

Figura 5-17 Regulacion de la actividad de la fosforilasa del glucdgeno por modificacion covalente,

FUENIE. LEHNINGER, 1994

125



Mriam Avarez Velasco 6.8/oenergética y Producoidn de ATP

En lo octualidod, mds que en ninguna épaca onterior, se es consciente que lo energio, lo capocided

paro efectuar trabujo, es vital para lo civilizacian moderna. Se necesito energio pora manufocturor
mercancias, poro tronsparlor moterioles y o la gente, pora lo colefaccian de los hagares y de los
lugores de lrabajo y pora Hlevar o cobo muchos tareos menos impartantes. De un mado semejonte
o energio resulto exactomente tan vitol en el microcosmas de una célulo viva. Los célulos siempre
requieren de energia poro realizar los trabojos en los que eston especializadas.

los célulos sintelizan constontemente substoncios nuevas, efection trabajo mecanico de
movimienta, transporton substancios y praducen calor. A través de billanes de ofios de evalucion los
célulos hon aprendido o emplear lo energio de modo més economica y con mayar eficacia que lo
moyor parte de los maquinas ideadas par el hombre, (27)

La bigenergética es ¢l campo de la bioquimica relacionado can lo transformgtian y el empleo de lo
energio par los células vivientes, ()

Los célulos vivos estan compueslos por un sistemo complejo, requloda de formo intrincado, de
regcciones quimicos que producen energio y de reacciones quimicas que ulilizan energia. (12)

Se conoce que lo energio uliizado por los célulos eucoriontes, tonto onimales como vegeloles,

proviene de lu lenla descomposicion de compuestos organicos,{los alimentos). ()
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En lo céluto vegelal, esos compuestos son el resultado de lo transformacion de fa energio solor en
energio quimica duronte el proceso de folosintesis (photon=luz; synthesis=sintesis), y en e cuol,
gracios ol pigmento clorofilo, se realizo el praceso de lronslormor la energia solor acumulodo bajo
lo formg de enloces quimicos en los hidratos de carbono, grasos y prateinas.Por tanlo, eslos
compuestos san verdaderos deposilos concentrados de energia, que los células von wilizando segin
seon sus necesidodes . Sin emborgo, los células por lo general, no wlilizan direclornente la energio
fiberado de fos alimentos, pero si apravechan de una serie de compuestos inlermediarios que sirven
camo depasilos provisorios de energio. (22)

Existen varios compuestos ricos en energio, siendo uno de ellos Yo adenosina-Urifosfalo (ATP) que,
es sin dudo, e mas obundonle en lo célulo y el mis ulilizado. (2)

Para extroer de fos alimentos fo energio que contienen, fo celuta tuvo que desarrofiar un sistema
que Jos oxidord lentomente, Yiberando energio y produciendo aguo y qos carbnico, odualmente y
en pequetas canlidodes. A este proceso se le Nomo respirncion celulor y fue en el nito de 1780
que los genios Lavoisier y Laplace definieron lo respiracion cormo “un tipo de combustion muy lentg,
pero no obstanle enteramente ondloga o lo del carbon”, ()

n este capitulo veremos los meconismos por medio de los cuoles o eélulo promoeve eso
combustion lenta de los alimentos y acurnulo lo energio iberada principalmenle en lo molécul de

AP
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6.2.1. ENERGIA LIBRE
El calor no es una forma significativa de fo energio para los célulos vivas ya que el calor solo

puede efectuor trabojo si se transmite desde una zona u objeto o una temperalura determinado o

otra que se halle o uno temperotura inferior. Ademds, la eficacia de una maquina térmico en lo .

realizacion de trabojo se hallo relacionada con la diferencia de temperoturas o trovés de lo que
posa el calar; cuanto moyar es el descenso de temperotura, tanta mayor es lo contidad de energio
calorifico que puede tronsformarse en trobajo realizada. Como lus célulos vivas poseen
esenciolmente lo misma temperotura en todos sus portes no pueden utilizor de modo significotivo la
energia calorific. EI calor solo es Gtil pora los célulos a fin de conservar una temperatura optima
de trabajo. ()

La farma de energia que los célulos pueden y deben emplear es la energio libre que puede realizor
{rabajo o temperatura y presian canstantes. Los células heterotraficas obtienen su energio libre de
los maléculos de sus nulrientes ricas en energio y los célulus folosinléticas obtienen su energiu
libre de lo radiacian solor que absorben. Ambas closes de células transforman los entrodos de
energio libre en formas corrientes de energia quimico y los emplean poro efectuor tabojo en
procesos que no implican diferencios de lemoerolura significalivas, £5 muy simple, los. célulos son
maquings_quirnicas que funcionon a temperatura y o presion constontes. (27)

Se debe considerar ahoro como se mide y se expresa cugntitotivomente lo energio litre de log

regcciones quimicos.
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6.2.2, ENERGIA LIBRE ESTANDAR
Coda reaccion quimica posee una varigcion de energiz libre estandar AG®, [Coma se vera, AG no
es lo misma que AG, tal cama se define mas adelonte]. Lo variacian de energia libre estandor es
una constante para una reaccian determinado y puede calcularse a partir de lo constanle de
equilibrio de la reaccion en condiciones_estandor, es decir, a temperatura de 25°C (298°K) y uno
presion de 1,00 alm (760mmHg). Lo canstante de equilibria pora la reaccion A + B 5=2'C + 0,

par ejemplo viene doda por

e~
(AIB)

en la que [A}, [B), [C] y [D] son los cancentracianes molares de los camponentes de lo reoccian

en el punto de equilibria de la reaccian en las candiciones estandar, En los regcciones en los que
participan mas de una molécula de cualquiers de los reaccianantes o de los productas, como en lo

regccion general,

0A + DB @meemcC + d)

en lo que o, b, ¢ y d son el nimero de maléculas de A, B, Cy D que porticipon, lo constonte de

equilibrio viene dudo por lu expresion

K'eq = [C° )0

[ 18]

Una vez que se ho delerminodo lo constante de equiibrio K'eq de una reaccion quimica, se pucde

caleulor lu variacion de lo energio libre estandor, expresondola en colorigs por mol de revccionante.

Lo calorig, que es lo unidad de energio empleada més profusomente en biologio, se define como lo
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cantidad de energia en forma de color que puede elevar 1°C la temperatura de 1,00g de oguo que

se halle o 15°C. Pora colcular lo variacion de energia libre estandar AG® se empleo lo relocion

(AC° = -2.303 R T log K'eq )

en lo que R es lo constante de los gases (1,987 cal/mol °K) y T es la temperotura absoluta, en
este caso 298%K. ()

Tabla 6-1 Relaciones Enire Keq, AG Y La Direccion De Las Rescciones Quimicas En Condiciones

Estindar.
Cuando Keq es: AG"es: Si se inician con componentes
1M la reaccion
yo Negativo Se desploze hocia lo derecha
1,0 Cero Se halla en equilibrio
0 Positivo Se desploza en sentido inverso
FURNTR. ARMITRONG, 1089

Tubla 6-2 Relacién Entre Las Constantes De Equilibrio De Las Rescciones Quimicas Y Sus

Varisciones De Energis Estindar
Cuondo K'eq es: AG"{cal/mal) es;
0,000 +4089
0,01 +2126
0 +1363
1,0 0
10,0 ~1363
100,0 -2126
1000,0 -4089

FUENTY. LEBNINGER,1991
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Puede ser interesante el definir o voriacion de energio libre estandor de olra manera. 46* és 47
dierencia entre ¢! conlenid. deenergi fve. o los reaclives y 1o enelgiy fbre. o 1os prodictos. a
1l reaceién en s condiiones eslindr._es deci cuandy o lemperalura.es. 298 °K y 1o presidn ¢s
o 10 almy. 5. reaclivos. y. Jos. prodictes. se. lallm. Lodos. presenles. 0. sus. concenlracnnes
estingr.. es. deer L0 # Cuanda AG® es negativo, significa que los produclos contienen menos
energia libre que los reactivos y par ello lo reaccion transcurrira hocia lo famacion de productos en
los condicianes estandor yo que todos los reacciones quimicos ltenderdn o desplazurse en lo
direccion que dé por resullado una disminucion de lo encrgio libre del sistema. Cuondo AG® es
positivo, significo que los produclos de lo reuccian contienen mas energia libre que log reactivos.
Por ello, lo reoccion tenderd o branscurriren el sentido inverso, si se inicia con lodos “los
componentes en concentracion 1,0M. Lo table 6-1 méume todos estos punlos. Fundamentalinente,
lo. valoracion. de. energia. ibre. estondar de uno_ regceifn Quj!mco_ es_ simplemente un. modo
motematica_diferente_de_expresar su_constonte de_equilibrio. Lo tablo 6-2 muestra los relaciones
numéricas enlre AG® y la constante de cquilibrio. (z8)

Cabe mencionar que como las reocciones bioguimicos suceden en los proximidades de pH 7,0 y,
con frecuencia inlervfene o formacion o el empleo de 1, se_ho_adoptado. convencionalinente ¢l phi
1.0_como_pH_estandar_en lo_energética bioguimicg. La variacion de energio libre estandar o plf 7,0

en los sistemas bioquimicos se cepresenta por AG’. (28)
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Eiemplo de calcula de lo variacion de la energio libre estandar de lo reaccion cotalizoda por el

enzima /osfoghicomulose:

FOSFOGLUCOMUTASA
(lucosa [ ~P omemmmmsmmemnay (1 UCOSA 6-P

Bl andlisis quimico demuestra que si se parte, por ejempla de glucosa 1-fosfato 0,0200M, en

presencia de exceso de fosfoglucomutasa y se dejo transcurrir lo reaccion en el sentido directo, o

si se porte de glucoso 6-fosfota 0,0200M y se deja transcurrir I reaccion en ¢l senlido inverso, fo |
mezcto final en el equitbrio. en ombos casos, conlendrd 0,00100M de glucasa 1-fosfata y 0,019M
de glucoss 6-fosfato o 25°C y pH 7,00 (Recuérdese que los enzimas no ofeclon ol punic de
equilibrio de una reaccion y que solomenle aceleran el que se olcance), A portir de estos dotos se

puede colculor lo constante de equilibrio con tres cifras significativos:

K'eq = [qlucosa 6-fosfalo} = 0,019 = 190

[glucosa 1-fosfalo}  0,00100

A partir de este valor de K'eq se puede colcular la voriocion de energia fibre estandor
AG” = -2,303 R T log K'eq
= ~2,303 (1.987) (298) fog 19,0
= ~1363,667(1,28) = ~1745,49 cal/mal
Como el signo de lo variocion de energia fibre estandar es neqativb,lo conversion del glucosa 1~
fosfolo en glucoso B-fosfato tiene lugor con pérdido de energio lbre cuondo se inivio con
{-~fosfolo de glucosa | My 6-foslolo de glucosa IM. En los reocciones bioguimicas resulta mas

canveniente el expresar AG™ en kilocalorius; asi AG™ en esle ejemplo vale ~1,74kcal/mol. ()
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DIFERENCIA ENTRE AG” y AG,

AG" es una constonte inmuloble; posee uno coracteristico, tiene un valor inalterable caracleristico
para una reaccion determinado. Pero lo voriacion de energia fibre, AG redl, de una reaccion quimica
determinado depende de los concentrociones, del pH y de lo temperatura que prevalecen durante lo
reaccion , fos cudles no son necesariomente los de los condiciones estandor. Ademds, el valor de
AG de cudlquier reaccion que tiene lugor lendiendo o alciunzor su equilibrio, es siempre riegativo,
disminuye (es decir menos negotivo) o medida que transcurre lo reoccion y su volor es cero en el
punto de equilibrio, indicando que la reaccion no puede efectuar mas trabajo. ()27

Los valores de AG y AG”, paro cualquier reaccion A + B = C + D, se hollan relocionados por

lo ecuocion

AG = AG”" + 2,303 R T log [C){D}

[A8]
LOS VALORES DE LA ENERGIA LIBRE ESTANDAR DE LAS REACCIONES QUIMICAS

SON ADITIVOS

En el caso de dos reocciones quimicas que se verifican secuencialmente

A ———B  (AC™)

B ———C (AG")
cado reaccion posee su propia canstante de equilibrio y cada uno de ellas posee su variacion de
energio libre eslandor, AG™, y AG™, coracteristica. Como lus dos reacciones se verificon en una
secuencig, se anulo B y lo reaccian global es

AT @A6"y)
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Lo reaccion A === C tendrd, tombién, por su propio constante de equilibrio y su propio variocion
de energio libre estandor AG™s. Se lego hora o una propiedad muy importante de las variociones
de energio fibre estandar; los_volores de AG™ de los reacciones quimicas ge se verifican en una
secuencio son_ oditivos. En o reaccion global A =emep C, AG™s es lo sumo olgebroico de los
variociones de energio ibre estandar, AG®, y AG™,, de lus dos reacciones por separado:
AG"s = AG”, + AG™,

Esta relacion es muy Glil yo que focilita el cdlculo de lo voriacion de energia ibre estandar en una
secuencio de reacciones melabdlicas. Por ejemplo, fa siquiente secuencia de reacciones liene lugar

duronte lo degradocion del glucogeno en el masculo:

( 1-fosfato de glucasa \

fosfoglucomutoso AG® = 1,74 kcal/mol
y
6~fosfato de glucosa

1
b-fosfoto de fructoso

isamerasa del fosfata de glucosa AG" = +0,40 kcal/)oI

Lo suma de las dos reacciones
1-fostato de glucoss —w—ep 6-fosfolo de fructoso
tiene una voriocion de energio libre estandor de: AG™s = 1,74 + {+0,40) = ~1,34kcol/mol

()
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Después de haber expuesto algunos principios- fundomentales de los variaciones de energia en los

sisternas quimicos se pueden examinar los ciclos de lo energia en las célulos.
6.3.1. CICLO DEL ATP

I trilosfoto de adenosing (ATP) (fig. 6-4) desempeda el papel de intermediario de enlace principal
entre los reacciones quimicas que rinden energia y los que lo consumen. Duronte el catabolismo, o
degroducion de los combustibles de lo célulo ricos en energia, cierta cunlidud de su energio libre se
halla en disposicion de sintetizor ATP o portir del difosfoto de adenosing (ADP) y del fosfato (Pi),
proceso que precisa del consumo de energio Iibre. A continugcion, el AP cede o moyor parte de
su energia quimica o los pracesos que lo precisan, medionte lo escision en ADP y fosfoto(lig. 6-4),
£l AP desempea de este mado ¢ popel de transportador de o energio quimica desde los
procesos que rinden energio hosta los actividodes fundomentales de lo célulo que precisan de

energia, (2)(12)
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.

SRR\
TRASAJO  TRANO  TRABAIO TRABAJO

MICANICO  QUIMCO OIMOTICO  BLECTRICO

UNERGIA PROCEDENTE DX LOS
Mm‘t ¥ OF LA LUZ SOLAR ' J J

Figura 6-1 Ciclo del ATP. El ADENOSINTRIFOSFATO (ATP), es el transportador comiin de energfa
en las células animales y vegetales, se fabrica en las mitocondnias y los cloroplastos, Suministra la
energia para la contraccion muscular, sintesis de proteinas, absorcion o secrecion contra un
gradiente osmatico y transmision del impulso nervioso, £l adenosindifosfato "descargado® que asi se
genera se "carga” de nuevo a partir de 1a enexgfa solar o la de los alimentos,

FUENTY, VILLANULVA,1970
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Transparte
Hovimier.to

Trabajo ::c:.nm ¥ tronemiside
{ b mulo y‘. Qrcm«m
0 nformacida gendtice

== ()earqdacidn del olimento
con liberacidn de
energla COp y H20

Cloroplasto

Energlo solor
acumulodo en
compuestos quimicos
{olimento}

Figura 6-2 Dibujo que ilustra (a caplacion de a energia por la fotosintesis, su acumulacion en los
alimentos y utilizacion por las células a fin de realizar sus funciones,
FUENTE. JUNKEIRA, 1976

137



Mriam Avareg Velasoo 6.8/cenergética y Produccion de ATP

Los reacciones metablicas implicados en lo generacion de energio rompen de forna secuenciol
combustibles macromaleculares ingeridos a almacenados toles como las glicidos, lipidos o prateinas
en los denominados rutas cotabélicos . Los reacciones cotobdlicas dan lugor, normalmente, o lo
comversion de grondes moléculos complejos en maléculos mas pequeias (COp y Hy0 en dltimo
término), o lo produccion de energia almacenble o conservable y requieren frecuenterente el
consumo de oxigeno duronte el proceso. Toles reacciones se aceleran en los periodos de curencia

de combustible o "stress" en un organismo, (12)13)

ATP
Produccién ds ensrgla Utiiizacién de ensrgls
Giucido Biosintesia de mecromoidculas
Lipido { Cetsbollsmo Contraccién musculsr
Proteins Transporte activo de iones
Termogénesis
ADP + P,

figura 6-3 Relacién entre 1a produccién y la utilizacion de energia,
IVENTE DIVLIN, 1 968
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6.3.2. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DEL ATP
£ ATP y sus productos de hidrolisis sucesiva, el difosfato de_odenosina (ADP) y el monofostalo_de
adenosing (AMP), son nucledtidos( ver capitulo 7), los cuoles eston constiluidos por uno bose
heterociclica de purina o de pirimiding, un azdcor de 5 corbonos y uno o mas giupos fosfato. £n el

ATP, ¢l ADP y el AMP, lo base es lo purina odenina y el oziicar de 5 carbanos es la D-riboso. (x)

Adensrln Trifosfato
(ATP)

ATP  Adenosin

‘/H.n
saman X + T——

k‘t.n

AMP Adenouin -® ] + 7.3 Kealmel v liherss
‘/-n,n

Ade Adenosin 4 ' ' 3.4 KeaVmol o Ubersa

AD

T

Figura 6-4 Estructura del ATP, ADPy AMP,
TUENTE. MATHEWS, 1980
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6.3.3. ENERGIA LIBRE DE HIDROLISIS DEL ATP EN LAS CELULAS

INTACTAS
La energia libre estondor de hidrdlisis del ATP vale ~7,3 keal/mol. (1)
Lo energio fibre real de hidrélisis del ATP en las condiciones intracelulares (AGp) es diferente de lo
energio ibre estandor AG™, Se puede calculor con facilidad lo variacion de energio libre real, AG™
de hidrolisis del ATP en lo célulo. Por ejemplo, en los eritrocitos humanos los concentraciones de
AIP, ADP y Pi, son 2,25, 0,25 y 1,65 mM, respectivomente, Se supone, pora maoyor sencillez, que
. pH es 7,0 y lo temperoturo es 25°C, pH y temperotura estondar. Lo energio fibre reol AG de

hidrolisis del ATP en los célulos rojos de lo sangre, en estas condiciones, viene dado por lu relacion

AG = AG™ + 2,303 R T log [ADPYPI)

[P

Sustituyendo los valores apropiados se obtiene
AG = -7300 + 1360 log (2.50x107*)(1,65¢107%) /z.zsxlo"

= 7300 + 1360 log 1,83x10™* =-7300 + 1360(-3,74)=-7300 - 5100

= -12400cal/mol =-12,4 keal/mol
Asi la variocion de energio libre real AGp, para lo hidilisis del ATP en el eritrocito intacto (12,4
keal/mol) es mucho mayor que la voriacion de energia libre estandar (~7,3 keal/mol). Por lo
misma razon la eneréiu libre que se necesita pora sintetizor 1 mol de AP o parlis de ADP y de

fosfato, en los condicianes que prevalecen en lo célula raja de lo songre, seria de +12,4 keal/mol.

)

Lo tobla 6--3 contiene las variociones de energia libre estandar de algunos compuestos fosforilados.
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Tabla 6-3 Energia Libre Estindar De Hidrélisis De Algunos Compuestos Fosforilados.

26", Keal/mo
Fosfoenolpiruvato ‘ ~14.8
Fostato de 3-fosfogliceroilo ( = 3-fosfoglicerato + Pi) -11.8
Fosfocreqtino ~10,3
ADP (= AMP + Pi) -13
ATP ( = ADP + Pi) -13
AMP (= qdenosing + Pi) -34
I -Fostato de glucoso -5,0
6-Fostato de frucloso -3.8
6-Fosfato de glucosa -3,3
1-Fosfalo de glicerilo =22

FUENTE. DEVLIN,1992
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Comencemos por una vision de conjunto del proceso de lo generacion de energio en los 0rgonismos

superiores antes de consideror estos reacciones en detalle en los temas siquientes:

Hans Krebs ho descrito 3 etapos en o qeneracion de energio 0 partir de lo- oxidacibn de los
glimentos. (42)

“n lo primera etopo, las grondes moléculas de Jos olimentos son frogmentados husto unidodes
més pequefias”. En esta fose no se genera energio Gtil. (42)

"fn lo sequndo etopo, estos nUMEr0SQs moléculos pequedlds se degrodon hosto unas pocas
unidodes simples que juegon un papel central en el melabolismo”. De hecho, Jo moyario de ellos se
convierten en el fragmento acetilo del acetil-CoA. En esta etopa se gener alga de ATP, pero lo
contidod totol es pequea camporada con lo que s¢ abliene en la oxidocion completo del fragmento
acelilo def acetil-CoA. ()

" tercero etopo consta del ciclo del acido citrico y lo fosforilucion owdative", que son los vios
finales, comunes en lo degrodacion de los moléculos oxidables. £ aceti-Coh gporto frogmentos
acetilo @ este ciclo, en donde son completomenle oxidados hasta COp . Se lransfieren 4 pores de
electrones o NAD' y FAD por coda qrupo acelilo que se ovido. Se genera ATP ¢ medido que
loselectrones fluyen desde los formas reducidos de eslos {ransportadores hasla el 0, , enun
proceso que se Mloma (osforilacion oxidativa. Lo moyoria del ATP que se geneta por lu degradacion

de los alimenlos se formna en eslo tercera etopa. (42)
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GRASAS POLISACARIDOS PROTEINAS

"l

Acidos grasos Glucosa y otros Aminodcidos
y olle'n'rol nniu’m N

AN d

N Zal

Acatil-CoA

Figura 6-5 Etapas enla extraccion de energia de los alimentos,

FUENTE. STRVER, 1994
@)HIDRATOS PROl[INAS LIP?OS
CLUCOSA  dpommmmmmsrmmmnae AMINGACIDOS ACIDOS GRASOS ETANOL
GLUCAUSIS DL SWIRACION ¥ B -Ohmcion
PIRUVATO ONMCIN CUERPQS CETONICOS

\ ACETIL Coh .‘é/’ j

Figura 6-6 Precursores generales del acetil CoA.
FUENTE. MONTGOMERY,1992 ¥ DEVLIN,1992
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6.4.1. GLUCOLISIS o GLICOLISIS o VIA DE EMBDEN-MEYERHOF

La glicolisis es el proceso por of cual una secuencia de aproximadamente 11 enzimos promueve en
una molécula de glucoso, uno serie de lransformaciones groduales con la produccion de 2
moléculos de dcido pirvico, con lo produccién concomitante de ATP,

Ahora bign el piruvolo puede {ener varios cominos:

BAJO CONDICIONES AEROBICAS,

£l piruvata entro en lo milocondrio donde es complélumente oxidodo hosto COpy H,0.

BAJO CONDICIONES ANAEROBIAS O CON SUMINISTRO INSUFICIENTE DE O;.

Como en el musculo en controccion, el piruvato se convierte en lactato. En olgunos organismos
anaerabios, como las levaduras, el pirwvalo se convierle en elonol,

Lo formocion de elanol y lactoto o portir de glucosa son ejemplos de EERMENTACIONES,

£l producto final de la glucolisis onaerdbico no es el mismo poro todos los orgonismos, ya que se
pueden formor olcohal, & Gcido cilrico, & dcido butivico; por consiguiente huy varios fipos de

fermentacion.

/ (ltu,—c—COO" LACTATO \
GLUCOSA  GLUCOLISIS . PIRUVATO 4 Ol

——l

G CHy=C-000 ———> €0, + Hy0
0 \
\ NCCHOH  ETANOL
FUENTE. STRYIR, 1994
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Glucosa
Glucolisis
(10 reacciones
sucesivas)
2 Piruvato
Coandiciones Condiciones
ana.cmh/ W‘,n
O|\ Condiciones
. ) acrobiay
2 Bunol + 2CO, 2 lactato
Fetmentacidn alcoh6lica e 2C0, Glucolisis anactobia
' en musculo en contraccién;
-  fermentacién lictica
2 Acetil-CoA
psa———
Animales, plantas
On g:cllc(ljg y muchas células microbianas
citrico €D condiciones aerébicas
4CO, + 4H,0

Figura 6-7 El pirwvato producto final de la glucdlisis , sigue rutas catabélicas diferentes que

dependen del organismo y de las condiciones metabélicas.
FUENTE. LEHNINGER, 1991
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1mol do
glucosa
. Eﬁximclﬂlc Qlucdlisis
y 2moles de
Ague ‘ vp:mmt.oo.M’P
CATP S
L Oxidecidn
fosfor-
N ietive 7

Figura 6-8 Dibujo esquemitico mostrando que 1a glucolisis se realiza en el citoplasma, mientras que
is produccion de acetilcoenzima A y fa fosforilacion oxidstiva se procesan dentro de las
mitocondnias.

FUENTE. JUNKERA,1976
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RENDIMIENTO EN ENERGIA DE LA TRANSFORMACION DE GLUCOSA EN PIRUVATO

Lo reaccion neta de lo transformacion de glucosa en piruvoto es:

GLUCOSA + 2Pi + 2ADP + INAD! oy 2 PIRUVATO + 2ATP 4+ 2NADH + 24" + 2140
lo ecuacion complela de lo qlucdlisis anuerobio en el musculo y de lo fermentocion loctico en
alqunos microorganismos es;
GLUCOSA + 2Pi + 2ADP ========b 7 [ACTATO" + 2H' + 24TP + 2H0

Y pora lo fermentocion alcohdlic es:

LUCOSA + 2Pi + 2ADP ========% 7 ETANOL + 2C0; + 2AIP + 2H,0

En los célulos aerabicas, el piruvalo se oxida o ocetil-CoA y CO, en luque de reducirse o laclolo (o
el etonol + C0,). Lo glucdlisis es por lonto, lo primera elopa obligutoria en el melabolismo aerobio

de lo glucosa en muchos orgonismas. (2(12)
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Glucoss
, ATP

»ADP
OIuoouMqu

Fosfogluoess
isomersss

Hexoquiness

Fructosa-6-fosfato

Fwﬁuﬂm ( ATP
auinest - A aop

Fructoss-1,8-bisfosfato
Aldolsss I

( Triosa fosfato

Oihidroxiacetona 088 __, Qliceraldshido-
fosfato et -SHosfato

Glicoraidohido- || NAD* + P,
-3-foefsto
- deshidrogenass [PNADH 4 H*
1,3-Bistosfoglicerato

Fostogicerato L‘o'
quiness [ ATP

SFoafoglicerato

Fosfoglicero.
mutass

2Fosfoglicerato

Enolase
H,0

Fosfosnclpiruvato
KAO'

ATP

Piruvato
quinsse

Piryvato

Figura 6-9 La vis de la gluclisis
FUENTE. STRYER 1994
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Parg extraer de los alimentos lo energio que conlienen, lo célulo two que desarrollor un sistemo
que los oxidara lentamente, liberondo energia y praduciendo aqua y qus corbénico en el coso de

plantas y onimales aerdbicas. A esle proceso se le llomd respiracion celular.

FASE 1. MOVILIZACION DEL ACETIL-CoA PROCEDENTE DE LA.
GLUCOSA, DE LOS ACIDOS GRASOS Y DE ALGUNOS AMINOACIDOS.
FASE 2. CICLO DEL ACIDO CITRICO. EN DONDE LOS GRUP(OS
ACETILO SE INCORPORAN A ESTE CICLO,, QUE LOS DEGRADA
ENZIMATICAMENTE PARA DAR ATOMOS DE HIDROGENO RICOS EN
ENERGIA Y LIBERAR CO,, QUE ES EL PRODUCTO FINAL DE
OXIDACION DE LOS COMBUSTIBLES ORGANICOS.
FASES DE LA RESPIRACIiNJ FASE 3. TRANSPORTE ELECTRONICO Y FOSFORILACION OXIDATIVA.
CELULAR EN ESTA FASE LOS ATOMOS DE HIDROGENO SE SEPARAN DANDO

PROTONLS (1) Y ELECTRONES RICOS EN ENERGIA QUE SON
TRANSFERIDOS A LO LARGO DE UNA CADENA DE MOLECULAS L0
TRANSPORTADORAS OF ELECTRONES, LA CADENA RESPIRATORIA,
HASTA €L OXIGENO MOLECULAR, AL QUE REDUCEN PARA FOR-
MAR AGUA. DURANTL ESTE PROCESO DE TRANSPORTE ELEC-
TRONICO, GRAN PARTE DE LA ENERGIA SE LIBERA Y SE. CON--

SERVA EN FORMA DL ATP, EN UN PROCESO LLAMADO F.0.

FUENTE. LEHNINGER,1991
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AMiriam Alvares Velssco
Piruvato
Amin- Keidus
) dcidos '1\ - umm
Fase |
NM,
Muli COA
Oxalacetary Citeaty
cis-Aconitato
Malato
Fase 2 ‘ Isocitrato
Fumartato a-Ceroglutarato
| Succinato Succinil-
CoA
GTP
NADH
‘ ADP + P,
NADH
deshidrogenasa
Ubiquinona 3
ADP + P
Fase 3 Cll‘ociomo b Q ‘
Citocromo ¢,
Citocromo ¢ -
‘ ADP + P,
Citoctomo aa, <'
2H* + |0,

Figura 6-10  Fases de la respiracion celular,
FUENTE. LEHNINGER, 99}
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Figura 6-11 Dibujo que ilustra los principales procesos que ocurren en la respiracion aerdbica de la
célula, El puntillado indica los limites de una mitocondria. Al comienzo hay produccion de
acetilcoenzima A que ingresa en el ciclo de Krebs,de lo cual resulta la produccion de electrones,
protones, CO; y reducida cantidad de ATP. Los electrones recorren la cadena transportadora de
electrones y producen mucho ATP . Los protones se combinan con el oxigeno activado por el

sistema citocromooxidasa, produciendo agua.
FUNTE. JUNKEIRA, 1976
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6.5.1. FASE 1. PRODUCCION DE ACETILCOENZIMA A

Lo acetilcoenzima A (fig-6-12) se produce o portir de lo coenzima A y de fos piruvatos derivados
de lo glucolisis o de lo oxidacion de los acidos grosos, Ambos compuestos olravieson los
membranas mitacandrioles y en su interior el piruvato se transforma por intervencion de un sistemo
multienzimética en acelato y este se combina con I coenzima (fig.6-11). (13yanies)

£l acetilcoenzima A formado, ingresa al Ciclo de Krebs. Este proceso es exergonico y da como
resultoda la produccion de 6 moléculas de ATP por molécula de glucosa consumida. (1)

Esto unidod de acetilo octivodo se oxido, entonces completumente hosta €O, por medio del ciclo

del dacido citrico o Krebs, {13

S~E-—CH. } Grupo acstilo

) {-Mercaptoetilaming
H [

N NH,

' A

C=0 NZ I > |
Adanina

i“' k\N N ‘

N Acido

| pantoténico

C

0. 0. i p-Ribosa

Figurs 6-12 Estructura del acetil-CoA.
FUENTE. DEVLIN, 1988
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Eupa
1. CH~C—C00" + H' + @—Tpp-—-o@—rpp-cunu—cu. + €O,

2. (E)-TPP—CHOH—CH, + @—m —(E)-Tep + @-m

§—§ ? SH
CH,~C
|
D
3 @-ﬁ o(:oA.s"_.@ﬁ wo;\-s-(':—cu.
§ sH SH SH 0
CH,—C
|
0
. ®-|/\‘ «@-nn—-o + (&)~ FADH,
SH SH §——5

5. @—mm, + NAD* -—@-—FAD + NADH + H*

Suma:CH,—(l:—CCK)' + CoA-SH + NAD* —-OCH|-(!I ~§--CoA + CO, + NADH
0 0

Donde:

Ei = Deshidrogenasa del piruvato,

PP = Pirofosfato de tiamina,

TPP-CHOC-CHy = Pirofosfato de - hidroxietil tiamina.
E2 = Transacetilasa del dihidrolipoilo

Es = Deshidrogenasa del dihidrolipoilo.

Figura 6-13 Etapas de la descarboxilacion oxidante del piruvato hasta acetil-coa por el complejo de

la deshidrogenasa del piruvato.
FUENTE. LEHNINGER,1 991
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6.6.2, FASE 2. CICLO DE KREBS

Los seres humanos consumen gran variedad de olimentos camplejos de origen animal y vegetal Lo
digestion los reduce o un pequefio ndmero de sustancios sencillas, Estos productos suelen ser
azicores o dcidos organices. Las Ghimas fases de la oxidacion de dichas sustancios se producen
en un ciclo de reoccianes enzimdticas que recibe el nombre de ciclo de los dcidos tricarboxilicos
ciclo del acido citrico o ciclo de Krebs. (32)

El ciclo de los acidos tricarboxilicos o ciclo de Krebs desempefio & funciones principoles:
1. Produce cosi todo el dibxido de carbono fabricado en los tejidos humanos.
2. €5 lo fuente de muchas de los coenzimos reducidos que impulsan la produccion del ATP en lo
cadena respirataria, por lo que esta estrechamente acoplado a ello.
3. Dirige el exceso de energia y muchos intermediarios a la sintesis de acidos grosos.
4, Proporciona algunos de los precursores utilizodos en lo sintesis de proteinas y dcidos nucleicos.
5, Sus componentes requlon de forma directa (producto-precursor) o indirecto (alostérica) otros
sitemas enzimaticos.
£l ciclo de Krebs es, odemds, comin para lo degradocion melobolica de corbohidratos, acidos
grosos y aminodcidos. Se puede comparar con una rolondo de trdfico bioquimica; el moleriol que
entra en 6, procedente de aminodcidos puede ir o formor carbohidratos. La Gnica ruto cortodo es
la que va de grase o corbohidralos. (32)

En los células de mamifero, todas los enzimas del ciclo de Krebs estan locolizodos en los

mitocondtias. (%)
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COMPONENTES DEL CICLO DE KREBS

Lo reaccion global del ciclo viene expresada por lo ecuacion;

[ CHyC00H + 20, =====% 200, + 20
£l resullado neto del ciclo es lo oxidocion de acido océlica o COy y H0 (fig. 6-14). La formo
melabdlica del dcida acético empleada en el ciclo es el acetil CoA, que tiene varios origenes (figs.

6-6 y 6-10). La mayoria de los moléculas combustibles entran ol ciclo de Krebs como acetil CoA
(27%32)

PO, e
D ~| Sssduguun
*go0" L0
" Of LOS AC1008
§ TRICARBOX{LICOS
Succinato St (o
o CoAH el
s/
@ Comgrapne
L ]
—Coh (]
CoASH
Succinil CoA .:'_
WO M No* ‘// .
D onamsuccinate
a-Cetoghutarste

Figurs 6-14 Ciclo de los dcidos tricarboxlicos.
TUENTE. DEVLIN,1 968
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REGULACION DEL CICLO DE LOS ACIDOS TRICARBOXLICOS

Acetil-CoA .
wua por ATP
Oxal- ——-\“‘
scetato Citrato
/e
Mflcto cis-Aconitato
Fumareto fsocitrato
V_} o * Inhibido por ATP
Estimuisde pov ADP
Buccln'm\ a-Cetoglutarato
Succinyl qum por succinii<CoA
CoA y NADH

Figura 6-13 Control del ciclo del dcido citrico y de la descarboxilacion oxidativa del piruvato,
* indica etapas que requieren un aceptor de electrones (NAD* o FAD) que se regenera por la cadena

TUENTE. STRVIR,1934
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PAPEL ANFIBOLICO

El papel anfibdlica del ciclo de Krebs, radica en que este sive pora transfarmar moterioles de
diversas origenes metabblicos en un pequeiio ndmero de intermediorios comunes o diversos vios
calabolicas y anabdlicas. (32)

Ejernplo:
anendl)
&>
B
videh | 1
13 el
N i LAy T |
LT T et |
<>
] EFRNERNRN | RN
[ i Rt A (SRENT
Fatesintenis
Clclo
C]
Acido
Cltrice
HeO
COs
} u’“ 3
Ny, [a 2o
arp | CO;

Figura 6-16 Ejemplo del papel anfibdlico del ciclo de Krebs.
TUENTE. MATHEWS,19%0
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succinil-SCoA

valina,
isoleucina,
metionina,
treonina

sanina isoleucina,

fenilalaning,

/ leucina,
casbohidratos -.i 4cidos grusos lisina,
.- de lfpidos
‘| i triptéfano,
-

figura 6-17 Ejemplo det papel anfibélico det ciclo de Krebs. Ciclo del dcido citrico en el catabolismo.
Las vias degradatorias en las que particips mis de un paso enzimatico se sefialan con flechas
muldtiples ( —y—p—p ). El Area sombreada corresponde a los procesos intramitocondriales, Las lineas

onduladas representan el transporte a través de la membrana mitocondrial.
FUENTE. BOHINSKL 1991
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6.5.3. FASE 3. CADENA RESPIRATORIA Y FOSFORILACION OXIDATIVA

6.5.3.1.CADENA RESPIRATORIA
Lo reoxidacion del NADH esta ocoplado con la reduccion de FAD y FADH, .
Este es el primer poso de un complejo sistema impulsoda por enzimas mitocondrioles acoplodas,
que action en estrecho contacto fisico. (32)
Este qupo de enzimos osociodus se conace, colectivamente, como cadeno respiratoria o cadena
fransportadara de eleclrones, Este nombre se refiere a la definicion de oxidocian y reduccion camo
pérdido o qanancio de electrones, de forma que un sistema que pramueve oxidociones biologicas
implico la transferencio de electrones, EI témino codena respiratoria apunta a que los reacciones
ocoplados implican un consumo de Oy, es decir, respiracion, (2§3)
Las componentes basicos de lo codena respiratario se esquematizan en lo figura siquiente. Exislen

dos mados de entror ol sistema, por medio de las coenzimos reducidos NADH y FADI,
::x::'n :)
XE)
Funarmo

"
.

DEEEEE ><-—><-><---.

WO o K

h-nnﬁl-

4----------

Congten | Cametep § Conglue ¥

Figura 6-18 Cadena respiratonia.
FUENTE. MONTGOMIRY, 1992
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Lo figura 6-19 muestra lo organizacian glabal del transparte electranico y de lo fosfosrilacion
oxidativo,

En cado una de las vuellas en tomo del ciclo del cida citrico, se separan 4 pures de olamas de
hidragena desde el isacitroto, e-oxaglutarato ,succinalo y malata, en reacciones catulizados por
deshidragenasas especificas, (2r)zs)

Ademas de estos 4 pares de alomos de hidrogeno pracedentes del ciclo de Krebs, olios provienen
de los deshidragenasos que actilon sobre el piruvato, los dcidos grosos y los aminodcidos durante
su degradacian o acetil-CoA y olros productas. (7ye)

Estos atamos de hididgeno ceden sus electranes en algun punto, o lo codena de tronsparte
electranico y se transforman en iones HY, que pason al medio ocucso. Los electrones san
transportadas a lo largo de uno codena de moléculas transportadaras de electranes, hosla que
alcanzon al citacrama agy, o citacromo oxidaso, que promueve lo transferencia de los electranes
hosto el oxigeno, que es el aceplar final en los arqonismos cerdbicos . Como coda dlomo de
oxigena acepla dos electranes de lo codeno, se lomon del medio ocuoso dos H', que son
equivalentes o los que se perdieron anteriormente por occion de los deshidrogenasas, para {ormar
aquo. (2

COMPONENTES PRINCIPALES DE LA CADENA RESPIRATORIA

Lo cadeno respiratorio consta de lres closes principales de maléculos, Dos actiion como
transpartadaras de protones y electrones y lo atra solo transparta eleclranes. (32)

¢ flovaproteinas y componentes sulfoférricas.
¢ Coenzima Q o ubiquinana.

¢ Los citocromos,
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Fase )
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clwico (O,
Fumarato «-Oxoglutarsw
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ADP + P,

ATP
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Figurs 6-19 Diagrama de 1a respiracion que muestra el origen de los pares de los dtomos de
hidrégeno separados por las deshidrogenasas y la transferencia de sus electrones 2e- a la
cadena de transporte de electrones que las transporta hasta el oxigeno.

FUENTE. LEHNINGER, 1991
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Tabla 6-4 Potenciales De Reduccion Estandar E'o De Algunos Pares Conjugados Redox Que

Pasticipan En El Metabolismo Oxidante,

PAR REDOX €'
ALGUNOS PARES DE SUBSTRATOS
Acelil-CoA + C0; 4 2€ ep Piruvata + CoA ~0,48
a-Oxoglutarato + €0y + 2H! + 2€" ey isocilrata -0,38
Fosfata de 3 fosfagliceroilo + 2H' + 26" cmemp

J-fostato de gliceraldehido + Pi -0,29

Piruvato + 2H + 26 cammeap lactato -0,19
Oxolocetoto + 2H' + 26 ey molalo -0,18
Fumarato + 2H" + 2" cewemesp  succinato +0,03
COMPONENTES  DE LA CADENA  DE  TRANSPORIE
ELECTRONICO.
2H' + 20" = H; 0,41
NAD* + H' 4 267 wemmwp  NADH 0,32
NADP! + H' 4 ¢ b NADPH -032
NADH deshidrogenaso (forma FMN) + 2H' + 2¢™ e

NADH deshidrogenasa (forma FMNH) -0,30
Ubiquinona + 2H + 2¢™ ___,,  ubiquinol +0.04
Citacromo b (%) + € e Cilacromo b ( red ) +Q.0'l
Cloctomo €y (0%) + € eommmeep  CitOCTOMO €y (red ) +0,23
Clocromo € (0%) + € eemmesp Citocromo ¢ (red ) 1025
CROCIOMO 0 (0X) + € cummmmp  CilOCTOMO 0 (1EQ ) +0.29
Citacromo 03 (0X) + ¢ esmmem cilacrommo oy (red ) 0,59
%03+ 2H' + 20" —nmep H,0 +0,82
FUENTE. EHNINGER, 1991
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6.8.0.2. FOSFORILACION OXIDATIVA

La fostorilacion oxidativa es el praceso par el que se forma ATP cuando, mediante una serie de
transportadores de efectrones, se transfieren fos electrones desde ef NADH o el FADH, of Op. Esta
es lo fuente principal de ATP en los orgonismos aerdbicos. Por ejemplo, lo fosforilacion oxidative
genera 32 de los 36 moléculas de ATP que se forman cuando la glucoso se oxida completomente a
0, y H,0. ()

£l 40% de la energia de los alimentos puede almacenarse en forma de compuestos de dlta energia.
Su conservacion se consique mediante el acoplomiento de fo cadena respiratoria mitocondrial con fo
fosforilacion del ADP a ATP. En los reacciones ocopladas, como en cualquier olra, deben cumplirse

las leyes de conservacion de lo energia. (32)
ETAPAS DE LA FOSFORILACION OXIDATIVA

Los elapos fincles de la oxidacion biologica colalizada por lo cadena respiratoria presenton tres
puntos distintos en los que lo voriocion de lo energio es suficiente poro inducir fo sinlesis de ATP o
porlic de ADP y Pi. La sintesis de ATP exige el acoplomiento can una oxidacion que tenga un
cantbio de potenciol de reduccion estandar de of menos 0,15 voltios. Esto represento un combio de
polencial de energio bastante grande y no son muchos los puntos de lo cadena respiraloria con
diferencia de polencial de tal magnitud. (2ts2)

En fo figuro 6-20 sk sciialon eslos punlos con flechus verlicales. Asi por codo mol de NADH que
enlra en la cadeno respiraloria se producen 3 moles de AIP,

Lo ecuacion completa porg la foslorilacion durante el transparte electronico desde el NADH hosta

¢l oxigeno es: (21)
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NADH + HY + %0, + 3Pi + JADP ot NAD' 4 JATP + 4H,0

Qbsérvese que existen tres elapas en la cadena de transporte electronico en las que se producen
decrementos de energio libre relotivamente grandes ol circular los electrones. Estos son los etapos

que proporcionan la energio libre para la sintesis del ATP,

-0,4 [ NADH o E-FMN

-0.2 “\\‘ATP

Qep b
ae
(| =0 AP keal

Donde;
E-FMN= Representa a la deshidrogenasa del NADH
Q= Es la ubiquinona,

B, c1, ¢ ¥ a = Representan a los citocromos

Figura 6-20 Direccion del flujo de electrones y relaciones energéticas en 1a cadena respiratoria de fa
mitoconduia,
FUENTE. LEHNINGER, 1 991
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MECAN!SMO DE LA FOSFORILACION OXIDATIVA '

Aunque se conoce en lo actualidad bastante gcerca del empleo de lo energia del ATP en los
reacciones de biosintesis, no se conoce fodavia, con precision, en térmnos moleculores, como se
produce el ATP duronte lo fosforilacion oxidaliva. Se hon propuesio 3 meconismos diferentes poro lo

lronsferencio de energio entre ef transporte de electrones y lo sintesis del ATP. (27)

ey Hinolesis del acoplomiento quimico,

MECANISMOS emsmemeeep  Hipotesis del acoplamiento de fa conformacion.

g Hipotesis quimiosmotico

HIPOTES|IS QUIMIOSMOTICA DE MITCHELL, (Postulada en 1961)

La teoria quimiosmbtico de Peter Mitchell es un mecanismo de fosforilocion oxidalivo ampliamente
oceptado. Sugirid que el transporte de electrones y lo sintesis de ATP estabon acoplodas mediante
un gradiente de profones o trovés de lo membrana interng mitocondrial. (32

£t sislemo o codeno respirctoric contiene numerosos Iransportodores de elecliones, como los
citocromos. Lo transferencio poso o poso desde of NADH o ef FADH, thoslo  ef Op o lrovés de
estos transportadores encouze el bombeo de prolones hacio e exterior de o malriz mitocondriol.
La fuerza protomotriz se qenera medionte un grodiente de pH y ef polencial eléctrico existente o
ambos lados de lo membrano. Cuando tos pratones regresan a lo malriz mitacondrial, o través de
un enzima complejo, se sinteliza ATP, Asi pués, # owdacidn y fo fosfaribcrdn esidn ocqplidas por

wn gradiente de profones @ froves de o membrang inferna milbcorihid (fig.8-21). )
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Figurs 6-21 Ls oxidacion y s sintesis de ATP estin acopladas medisnte el fujo ds profones s través
de ls membruna,

TUENIE. STSVIR, 1904

Seqin este modelo, lo transferencio de electrones o trovés de lo codeno respirotorio produce un
bombeo de protones desde lo malriz mitocondsial hacio o cora citoplasmética de lo membrono
interna de lo mitocondria. La concentracion de H* aumento en el lado citoplasmatico, y se genera
un potencial de membrono en el que el lodo citoplasmatico resuto positivo (fig. 6-22). Micher
Poslls que 0 sinlesss de AIP estoba dido por lo fuerza prolomalniz en el compkyo AiPuse,
Fscenciolmente el acoplmento primono de conservaciin de energio en esle modely es ¢f
movimiento de prolones o avés de lo membrona iferna mitocondial Lo enesgio libre liberodo
cuondo el H retorna a trovés de fa ATPasa. provaca la sintesis acoploda del ATP o partir del ADP y
del fosfato, (m |
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Membrana externs
mitacondrisl

Maembrana interne
mitocondrisl .

Espacio intermembransr

Matrs

Figurs 6-22 Por la transferencia de electrones a través de la cadena respirstoria se genera un
gradiente de protones y un potencial de membrana a través de la membrana intema El gradiente de
pH y el potencial de membrana constituyen la fuerza protomotriz que se utiliza pars dirigir Ia
sintesis de ATP,
FUENTE. STRVER, 1954

Mg mgnm

nieinad

Exterior * Matnz,

Substpatn

Cadena de transparte
electronicn

Figura 6-23 Principio de la hipotesis quimiosmoética. La cadena de tramsporte electronico se
comporta como una bomba de H'. El H+ exterior retoma después a la matriz sigulendo su gradiente
electroquimico a través de la ATPasa FoFy, originando ATP a expensas de la energia libre que se
libera cuando el H* circula hacia la zona de concentracion de H* inferior. La hipdtesis propone, por
tanto, un ciclo continuo de H* hacia fuera de 1a mitocondria y hacia su interior, impulsado por el
transporte electronico.

FUENTY. LEHNINGIR, 1991
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llhum‘uuymom de ATP

una pequefia porcion
de tna cresta, En |4 barte derecha se wuuestra yng cadena respiratoria, con [ organizacion vectoia]
que se cree que existe, En g parte inferior se muestra | Fi, ATPasa,
FUENTE. MONTGOMERY, 1892
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Tabla 6-5 Rendimiento De ATP En La Oxidacién Total De La Glucosa.

SECUENCIA DE LA REACCION ATP PRODUCIDO
POR GLUCOSA

GLICOLISIS; GLUCOSA A PIRUVATO (EN EL CITOSOL)

Fostorilacion de la glucosa ’ -1
Fosforitacion de la fructosa-6-fosfato -1
Desfosforilacion de 2 moléculas de 1,3-DPG +2
Deslosforilocion de 2 moléculas de fosfoenolpiruvato +2
En lo oxidacion de 2 moléculas de gliceraldehido~3-fosfato se forman

2 NADH

CONVERSION DE PIRUVATO EN ACETIL-CoA (EN EL INTERIOR MITOCONDRIAL)
Se forman 2 NADH

CICLO DEL ACIDO CITRICO (INTERIOR DE LA MITOCONDRIA)
Formacian de 2 moléculas de quanosina trifasfato a portir de 2
maléculas de succinil-CoA +2
Se forman 6 NADH en lo oxidacion de 2 moléculas de y isacitrato,
a-celoglutorata y maloto

Se forman 2 FADH, en lo axidacion de 2 moléculas de succinata.

FOSFORILACION OXIDATIVA (INTERIOR DE LA MITOCONDRIA)

Se farman 2 NADH en la glicolisis; cado uno produce 2 ATP +
(Suponiendo el transparte de NADH por lo lunzadero de glicerol fosfato)

Se forman 2 NADH en lo descarboxilacian oxidativa del piruvato; cada

uno produce 3 ATP +6
Se forman 2 FADH, en el ciclo del acido citrico; cado uno produce 2 ATP +H
Se forman 6 NADH en el ciclo del acido citrico; cada uno produce 3 ATP +18
PRODUCCION NETA POR GLUCOSA +36

FUENTE STRVIR, 1994
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CONTROL RESPIRATORIO

En condiciones fisiologicas, el transporte electronico esta estrechamente acoplodo a la fosforilacion,

Los elecirones no flyen normalmente o lrovés de b cadena de transporle elecironico hasto & Or o
menos que el AUP sea lostorlodh simultineamente hasta ATP La fosforilacion ovidotiva requiere un

suministro de NADH (u olra fuente de electrones de ollo polencial ), Oy ADP y Pi. El faclor

delerminonte de lo velocidod de lo fosforilocion oxidativa mas importante es el aie/ ab AOF Lo

velacidod en el consumo de oxigena de un homogenada tisulor cumento cloromente cuondo se le

ohade ADP y vuelve luego o su valor iniciol cuondo el ADP ahadido ha sido canvertida en ATP

(fig.6-25). (An2ie)

La requlocion de lo velocidod de la fosforilocion oxidativa por el nivel de ADP se denominu conra/
respirotord . B nivel de ADP ofecta ademds a lo velocidod del ciclo del acido citrico o couso de

sus necesidades de NAD* y FAD. El significada fisiologico de este mecanismo requlodor es evidente.

£l nivel de ADP oumenta cuando se cansume el ATP y osi lo fosforilocian oxidotive queda acopluda

o lo uliizacion del ATP. /os ekctranes no fyyen desde los mokiculs combustibes hosto el Oy o
menos que se necesite sinlelizar A7P Aqui - vemas atra ejemplo del significodo requladar de lo

corgo energética. 12442)

)

ADP ghadido
0, cansumido Suministro de ADP

casi consumido

Tiempo

Figura 6-25 Control respiratorio, Los electrones son transferidos hasta el Oz solamente si s fosforila

¢l ADP a ATP.
FUENTY, STRYER,1994
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En la siguiente ecuacion neta se resume el mecanismo crucial de la fotosintesis:

6C0; + 6H,0 + energio solor _EQIQSINIESIS CeHi05 + 60,
CARBONO  AGENTE CARBONO  AGENIE
OXIDADO  REDUCTOR REDUCIDO DE  OXIDANTE
DE BAJA  DEBIL.. ALTA ENERGIA  PODEROSO.
ENERGIA. CARBOHIDRATO.

Estos productos de los organismos fotosintelicos se uson luego para sostener lo vido de  los
arganismos aerdbicos helerotrofos, los cuoles extraen lo energio quimica del carbone orgdnico
reducido (originalmente energio solor) ol oxidarlo otra vez o CO,. Esta relocion quimica reciproco
de lo biostera se denomina Ciclo del Corbono-Oxigeno, o simplemente ciclo del corbano(fig. 6-26).
Se ha recalcado lo supremo importancio de lo fotosintesis parque este fendmeno inicia el ciclo y,

por tanto, sin & dejoria de existir lo vido tol como se conoce en la octualidad. (4

roductos de
reactivos de l:s organismos
los organismos serdbicos no
folosintélicos e conviertenen folosintéticos
(CO,+HO]l o [CQ, + H,0]
energlasolar ___\{ | cﬂﬂ;’"‘:‘y , k—< energla metabélica
oxfgeno -
[CeH,;04 + 0] ~ovemoavony  [CH,0,+0))
productos de Lepsorin e reactivos de
los organismos los organismos
fotosintéticos aerdbicos no
fotosintéticos

Figura 6-26 Resiumen de 1a interdependencia de los organismos fotosintéticos y no fotosintéticos,
FUENTE. BOHINSKL, 1991
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speciolizado de los célulos fotosinteticas en el que tiene lugor este proceso quimico es
el cloroplasto.

£l organelo e

FASE LUMINICA O LUMINOSA
Los fenomenos quimicos ocurren

——————

en dos foses bien definidgs

== [ASE 0SCURA

En el proceso global parlicipan muchos sustoncias, enlre los cuoles destoco la clorafilo,

Tabla 6-6 Resultados de 1a fase luminica y obscura de la fotosintesis,

F26) 180,

L [T P ——y 7Y, ;T AT

J) AP 4 Pi ety AT

A S
CO, __NADPH__ CH,0

ATP

FUENTE. BOHINSKI, 1991
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6.6.1. CLOROPLASTOS: 8iTIO CELULAR DE LA FOTOSINTESIS

Los dimensianes, lu forma y el nimero de los cloroplastos varian ampliamente entre los células
fotosintéticos.

En los plantas superiores suelen ser cilindricas y miden de S a 10um de lorgo y de 0,5 ¢ 2um de
ditmelro. {a)zs)

Las ardenadas series de cuerpos electrodensos que se aprecian en tada el inferior se denominon
lominillos o discos tilacoides. Codo pila recibe el nombre de grana y en codo célulo existen de 40 a
80 de ellas. (aK2s)

Cado tilacaide contiene todos los moléculos necesorios (pigmentos folosensibles portadores de e y
componenles secundarios) pora las reacciones luminicas cruciales de la folosintesis, La mayor
parte de los enzimas y coenzimas encargodes de lo osimilocion de CO, en forma de moterio

orgdnica se encuentran en la porcion soluble (luz o lumen) del cloroplasto. ()4

Figura 6-27 Ultraestructura de un cloroplasto intacto, perfectamente desarrollado, tal como se ve en
corte transversal bajo el microscopio electronico. Estas muestras se obtuvieron de las células del

mesdfilo de una hoja de maiz. Aumento de 32 0000 x.
FUENTY. BOHINSKL, {991
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membrana
superficial
externa del
. particulss
tlacoide cuantosémicas
intramembrinicas

Figura 6-28 Dibujo idealizado de un disco tilacoide. Este dibujo representa una vista superior del
tilacoide, al cual se [e desprendit una parte de [a membrana superficial para revelar Ia presencia de
un mosaico de conjuntos multimoleculayes que, segiin se piensa, representan las unidades
fotoquimicas elementales denominadas cuantosomas. :
FUENTE. BOHINSKL, 1 991

8.6.2. FASE LUMINOSA DE LA FOTOSINTESIS
Ecuacibn nelo que resume los cuatro fendmenos principales de fo fose fuminico:
1. Lo excitacion fologuimico de lo clorofila,
2. LI rompimiento oxidotive de ogua llomado fotaoxidacion,
3. Lo reduccion de NADP*, denominodo fotorreduccion y

4. La formacion de ATP o fololostorilocion,

NADP* 4 mADP + mPi + 2H,0 CLOROPLASIOS . 2NADPH + 2H' + mATP + 0,

174



Miriam Alvarex Velssoo 0.8cenergéiica y Producoiin de ATP

clorofila’
(estado oxidado)

ATP W

transferencia de elecrones

ADPP A\ NADP'

de electrones clorofila*
(estado excitado de
aita energla)
absorcion P de energla
fotones
0; nhv
clorofila

{estado original de

baja energia)

Figura 6-29 Breve restumen de 1a funcién de la clorofila en la fotosintesis
FUENTE BOHINSKI, 1991
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CH, CH, CH, CH,

cadens lateral hidrofdbica de fitol
que ancla las moldculas de clorofila
s 18 regidn Nidroldbics de
ls membrana tilacoids

NOTA:
= -CH; EN LA CLOROITLA A
Y= -CHO EN LA CLOROFILA B

Figura 6-30 Estructura de la clorofila.Con excepcion de las bacterias fotosintéticas y de unas
cuantas algas, casi todas las células fotosintéticas contienen 2 formas moleculares idénticas de
clorofila, una llamada clorofila a y otra clorofila b. Las plantas y algas verdes contienen ambos
tipos,

FUENTE. BOHINSK1,1991
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0.0.2.1. DIAGRAMA 2

Lo siquiente figura presenta un resumen mas delallado de lo hipotesis mejor opoyada en cuanta o
los fenomenos que ocurren durante lo fose luminica. En ocosiones se denomina mecanismo Z.

Sonks ds valome “. . foterreduside
e, W o chlies A .
/‘ j‘\ 8 X
p— 7T T e D,
- & s mergs A “

7 \

-0.‘4. ' mADP + mP, ' H INADPH
\)k‘x \L( mATP | X
A:- /

+0.49

oorgle ut
dnubmmnmk-.dul
U N : ., . MUy Regativo; es decit, A’
nuudau&ndnl&msﬁmm«'!l

+H

------- » indica quo los portadares de elecromes
regresan & su estado origing

lalhluu i

electrones de alua encrgia producidos en

el sentido en que se produce A", el cua!
teneun 1, muy Negativo; es decir, A
¢sun donador de electrones de aite energls

Figura 6-31 El modelo aqui representado se denomina mecanismo de fosforilacion no ciclica, lo cual
significa que el flujo electrdnico proveniente de un fotosistema esta asociado con la formacion de
ATP y el flujo que surge del otro, con la produccion de NADPH. En este disgrams, FD represents
fervedoxina, clor es clorofila en estado basal, clor® es una nwolécula de clorofila excitada; clort es
una clorofila después de perder un electron; X y Y representan portadores de electrones que todavia
no se identifican pero que segun se piensa, son proteinas FeS,

FUENTE. BOHINSKI, 1991
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6.6.3. FASE OSCURA DE LA FOTOSINTESIS

La siquiente ecuacion es un breve y conveniente enunciodo de lo que sucede en lo fase 0scura.

6C0,  ENZINAS DEL CLOROPLASTO CeHiz0s
NADPH AP

Aunque se diga que lo fijacion de CO, corresponde o lo fuse oscura, esto no signffica que las
reacciones no ocurran en presencia de luz, si ocurren. Cuando se suspende lo ilum‘inacién, la
fijacian de CO, prosigue durante un corto tiempo hasta que los concentraciones de ATP y NADPH se
vuelven limitantes, ()

6.6.).1. CICLO DE CALVIN

Los pioneros en lo investigacion de lu fijacion fotosintética de CO, fueron M. Calvin (premio
Nobel,1961), AA. Benson y JA, Bossham,

Sea en lo fuz o en fa obscuridad, ¢! flujo de carbono depende de lo existencia del NADPH y el ATP
provenientes de lo fase luminica,

(erwrada do carbano)
co,
e
ﬁu,opo,“ 2 D 3-foafoglicersio
C00"
=0 | ontrade
Dioloalso H(I.‘OH HCOH da bnergia
de D-ribuioss |
CH,0P0,}" nhy
| oPOLI- earadasla {NADPH} davofis  ADP’
CH,0PO, Tade cocwrs ATP T_ ADP, P,
NADP "'?.'.‘.'\:. ’
’ [
| ADP, P, —\
(CH,0),
(oalids ds sarbenc)

figura 6-32  Breve resiimen del Ciclo de Calvin.
SUENTE. BOHINSK,199)
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Los recientes investigaciones bioguimicas sobre lo estructura y lo funcion del gen han producido
uno revolucion intelectuol en biologio comporable o la que dio lugar, hoce mas de cien ofos, lo
teorio de Dorwin sobre el origen de los especies. Lo genélico bioquimica ho oportado nueves y
penetrantes conocimientos en alqunos de los problemos mas fundamentoles de lo estructura y de lo
funcion celulores, y ha conducido, odemés, o un armazdn conceptuol mas extenso de o ciencio
biaquimico. {21

El congcimiento actual de los aspectos moleculares de lo genética ha surgido de fa convergencia de
tres disciplinos distintos: lo genélica, lo bioquimica y o fisica moleculor. Los contribuciones de estos
fres compos se resumen en el aconlecimienta que marcd el inicio de lo ero maderna de lo genético
bioquimica, En 1953 James Wolson y Francis Crick postularon lo estructuro en doble hélice del DNA,
Lo hipotesis de Walsan y Crick no solo justificabo la estructura de lo moléculo de DNA, sino que
indicabo, tombién, como oquélla podia replicarse con precision. Esta hipolesis pronto condujo ol
dogma_ centrgl de lu genélico moleculor (fig.7-1), que define lres elapas principales en el
procesamiento de la informacian genélica. Lo primero es lo replicocion, en ko cual se capia el DNA
progenitor poro formar moléculos de DNA hijus, cuyos secuencios nucleotidicos son idénlicas o los

del ONA poterno . Lo sequndo etopo es lo tianscripcign, proceso medianle el cual se tronscribe
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parte del mensaje genélica del ONA en forma de doido ribonucleico (RNA). La tercera elapa es lo
traduccion, en lo cual el mensoje genético codificoda por el RNA es descifrada en los ribosomas en

el alfabeto de 20 Yetras de la estructura proteica. (27)

Replicacién DNA

Transcripcion

y

RNA

Traduccién

Proteina

Figura 7-1 Dogma Central de Ja Genética Molecular.
FUENTE. LEHNINGER,1991

Existen vios moleculores y principios comunes que son lo bose de los diversns expresiones de lo
vido. Organismos fan diferentes como lo bacteria Escherichio cofi y el hambre, tienen muchas
caracleristicos comunes o nivel molecular. Utilizan unos mismos blogues de construccion para
edificor los macramoléculas. £ flujo de lo informacion genética que va desde el DNA ol dcido

ribonucleica (RNA) y o las prateinas es, esenciclmente, idéntico en ambas especies. Ambos utilizan

adenosing trifostolo (ATPY como unided biolgica de energia. (42}
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Los ondlisis de ONA empiezan o ulilizorse en el diognostica de enfermedades genéticas, infecciosas
o corcinomos. Cepos de bacterios, genéticomente manipulodas, conteniendo ONA recombinante,
pueden producir proteinos lan voliosas como lo insuling o la hormona de crecimiento, Ademds, lo
bioguimico constituye lo base poro el disefio racional de nuevos farmacos. Tombién lo agriculturo
empiezo 0 beneficiorse de lo tecnologio del ONA recombinante, lo cual puede producir cambios
programados en lo dotacion genético de los organismos vives. (42)

El rapido desorrollo de io Bioquimico en ofios recientes ha permitido o los investigadores resalver
olgunos de los mas desafiontes y fundomentoles problemas de lo Biologio y de lo Medicine. ¢Como
puede un huevo fertilizado dor lugor o célulos ton diferentes como los del misculo, los del cerebro
0 los del higodo? ¢Como los célulos se encuentran, uno o otra, poro former un drgono complejo?
{Como se controlo el crecimiento de los célulos? ¢Cudl es lo couso def cancer? LCudl es el
meconismo de lo memorio? (1)

Asi como los secuencios nucleotidicos de muchas genes, lo sintesis de genes en el luboratorio, lo
union de qenes en el interior de los célulos de olros especies, y el empleo de estas célulos
“producloras” paro eloborar muchas ploleinas. nueves, que son de ulilidod desde distintos puntos
de vista. Realmente ho comenzado uno nueva era en la genética bioguimico, que sin duda influirg

en muchos ospectos de lo solud y del comportomiento humano en los afios venideros. ()



£n lo década de 1860, F. Miescher oisla de los nicleos celulares uno sustoncio acida o fo que le

dio ot nombre de nucleino, y mas torde, ACIDO NUCLEICO, Lo funcibn biologica de este materiol o
se descubrid sino cosi un siglo después, cuando (en lo década de 1940) Avery,Mac Lead y McCarly
establecieran que ese materiol nucleico dcido y especificomente el DNA contenio lo informacion
hereditaria. Cuando Wotson y Crick informaron en 1953 que hobion resuelta lo estructura maleculor

del DNA, dio comienzo una nueva era en ta biaquimica y lo biologio. ()

Acido Ribonucleico (RNA)

Existen 2 closes de acidos nucleicas presentes

en toda orgonismo vivienle

Los vitus contienen un solo tipo, sea RNA o bién DNA,

Amanocenomienlo _
Funciones Bioldgicos de los Replicacion DE INFORMACION GENETICA
Acidos Nucleicos Recombinocibn

Transmision

Los ocidos nucleicos son los moléculos que delerminon lo que es y hoce coda célula vive.

FUENTE. BOHINSKI, 1991
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Tabla 7-1 Clases Y Onigenes De Los Acidos Nucleicos,

ACIDO NUCLEICO ORIGEN
DONA
DNA nuclear Nucleo de los eucarioles.
DNA celular Procarioles
DNA plosmidiol Procariotes
DNA mitocondrial Mitocondrio de los eucoriotes

DNA de los cloroplastos
DNA virgl

RNA

RNA mensojero

RNA ribosomol

RNA de tronsferencio
RNA nucleor pequeto
RNA viral

RNA subvirol

~ Cloroplostas

Virus onimales, vegeloles y bacterionos

Procariotes y eucoriotes

Pracariotes y eucariotes

Procariotes y eucorioles

Eucariotes

Virus animoles, vegelales y bocterionas
Molaculos ibres de RNA libres

FUENTE, SOHINSK, 1891
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7.2.1. NUCLEOTIDOS: COMPONENTES MONOMERICOS DE LOS ACIDOS
NUCLEICOS \

7.2.4.1, COMPOSICION DE LOS NUCLEOTIDOS
EI RNA y ¢l DNA son polimeras integrados par unidades monomeéricas llamodas NUCLEOTIDOS, de ohi

que o los dcidos nucleicos también se les de el nombre de POLINUCLEOTIDOS, ()

Cada nucledtido esta FOSFATO INORGANICO P (del inglés phosphate)

formado por tres partes AZUCAR SENCILLO S (del ingles sugar) y

quimicos PURINA O UNA PIRIMDINA ~ (conocidas como boses
nitrogenados B)

7.2.1.2. ESTRUCTURA DE NUCLEOTIDOS

En lo estructura de los nucledtidos los tres portes estan unidos en el orden FOSFATO-AZUCAR-
BASE, o bign P-S-B. En los polinucledtidos, el aziicar y el fosfata de los ‘mondmeros nucleotidicos
adyocentes se unen por medio de enlaces éster. Los bses nitrogenadas no tienen mas enlaces

covalentes que los que los unen al ozdcor del esqueleto. ()

I O S I

P-S-P-§5-P-§-P-5-P-§- P-S.
-~ 4

unidodes enloces ester
monomericas ~~
de nucledtidos enloces fosfodiester

Figura 7-2 Representacion simbolica de una cadena polinucleica.
FUENTE. BOHINSKL1991
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7.2.1.3, AZUCARES: RIBOSA EN EL RNA Y DESOXIRRIBOSA EN EL DNA

RNA =3 el aziicar B-D-Ribosa

Los nuclestidos contienen en

DNA = ¢l aziicar B-D-2-Desoxirribosa

Ambas son pentoses y su forma ms estoble es un sistema anulor de furenoso.,

configwracidn o

Figura 7-3 Fundamentos de las denominaciones § y D en el sistema del anillo de furanosa.
FUENTE. BOHINSKI, 1991

"Oé{‘= _ONOM HocH, O\ oH
4 I
u/c\':' rlq/c\H NN H/H
icmmC?
i |
HO  OH HO OH
se muestran todos los C representacidn comin HO H
a) b)

Figura 7-4 Pentosas. a) fi-D-Ribosa del RNA. b) i-D-2-Desoximbosa del DNA,
TUENTE. BOIINSKI, 1991
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Unidad Estructural de Acido Ribonucleico Unided Estructural de Acido Desoimbonucleico

Figura 7-5 Esta figura muestra fa union del azicar con el fosfato y la base nitrogenada para formar

¢l dcido nucleico corvespondiente.
IVENTE. MATHEWS, 990
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7.2,2, BASES NITROGENADAS. PURINAS Y PIRIMIDINAS

Las bases que se encuentron en el RNA y DNA; san los siquientes:

PIRIMIDINAS

Figura 7-6  Estructuras de las principales purinas y pirimidinas de los dcidos nucleicos,
FUENTE. MATHEWS, 1990
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Lo mayor diferencio entre estos dos tipos de cidos nucleicos es que el RNA contiene uracilo (U),
mientras que lo molécula de DNA presenta timina ()

Lo presencio de los bases nitrogenados en los acidos nucleicos es como sique:

En el DNA; Adenino (A), Guanina (G), Citosina (C), Timina (f)

En el RNA: Adening (A), Guanina (G), Citosina (C), Uracilo (V)

NH, H,CNH
CH,
4 z N,
fT k/l\'l>
0” °N N~ N
H H
6N-matiladening
S-%lﬂmlm (DNA)
S 0
H
O)\ N (0] N 2
H H
4&-tiourscilo , dihdrouracilo
(en algunos RNA de transferencia) (en algunos RNA de transferencia)

Figura 7-7 Algunas bases modificadas que se observan en el RNA y DNA.
FUENTE. STRVER,1994
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7.2.3. NUCLEOSIDOS
£s lo porcion del nucledtido integrodo por vzicur-bose nitrogenado, por lo que un nucledtido es un
nucledsido en cuyo unidod de ozicor hay un grupo fosfoto unido por un enloce éster. (4)
7.2.3.1. ESTRUCTURA DE LOS NUCLEOSIDOS
Por fo comin, el enloce covalente se formo entre ¢l atomo C1 def vzicor y e otomo N1 de una
pirimiding o el N9 de uno purina. (¥)

Conforme a la nomencloturo de los corbohidratos, la union se denomina enloce glucosidico, ()

Tabla 7-2 Nombres Vulgares Aceptados De Los Ribonucledsidos Y Desoxivribonucledsidos

Comuaes.

-RIBONUCLEOSIDOS DESOXIRRIBONUCLEOSIDOS
Adenosing Desoxiodenosina
Guanosing Desoxiguanosing
Uridino Desoxicitiding
Citidina Desoxilimiding
FUENTE. BOHINSKL 1991
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NUCLEOSIDOS " NUCLEOTIDOS

Uridin 5’-Menofosfat

Figura 7-8 Comparacion esquematica entre los nucledsidos y nucletidos..
FUENTE. MATHEWS, 1990
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7.2.4. ENLACE ¥’ = 8' FOSFODIESTER
7.2.4.1. ESQUELETO COVALENTE DE LAS CADENAS
POLINUCLEOTIDICAS
Los pafipéptidos se componen de aminodcidos unidos por enlaces peplidicos. Los polinucledlidos
consisten en nucleotidos ligados por enlaces fosfodiéster. Como el grupo fosfalo incluye dos enloces
éster en los que parlicipan de modo especifico los carbonos 3' y 5 del aziicor de nucledlidos
sucesivos, el enlace recibe el nombre de enlace fasfodiéster 3'=5". (s

Dicho enlace es:

DNA

Enlace

Fosfediéster Enlace

Fosfodiéster

Figura 7-9 Estructuras del esqueleto covalente del DNA y del RNA, que muestran como los puentes
fosfodiéster unen las sucesivas unidades nucleotidicas.
FUENTE. MATHEWS, 1990
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Desoninucliessido

Monsfesfate
Doshidratesion ‘ ! i i EHidrolials
0 o

|
?
o.._;'s...no
o
|
[«

Ha

CHg
o_[BEsegy] s
Polinucioétide con N+1 Reoid

¥ cun N+3
Jde Nusleasidos

a) b)
Figura 7-10  Formacion del enlace fosfodiéster.a) Reaccion de deshidratacion para adicionar un
nucledtido a un residuo de una cadena de acido nucleico, b) Forma en que son adicionados
nucledsidos con tres fosfatos a 1a cadena de dcido nucleico.
FUENTE. MATHEWS, 1990
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7.2.4.2. HIDROLISIS DEL ENLACE FOSFODIESTER

Los enlaces internucleotidicos presentes en el DNA y en el RNA pueden ser escindidos quimicomente
por hidrolisis, y también pueden ser hidrolizados enzimticamente por accion de los nucleasas
(tumbién llamadas fosfodiesterasas), enzimas que catolizan o hidrolisis de las enloces fostodiéster

de los dcidos nucleicos. (27)

Tabls 7-3 Las Nucleasas Se Nombyan De Acuerdo Al Sitio Donde Hidrolicen Las Cadenas Del DNA

o Del RNA
NOMBRE DE LA NUCLEASA STI0 DE ROMPIKENTO

Endonucleosas Pueden hidralizar enlaces entre dos nucledtidos adyacentes
situados en ol interior de los codenos del DNA o del RNA.

Exonucleasos Solo pueden hidrolizar ef enlace nucleotidico lermingl;
algunos action en el exiremo 5' y olros en el extremo 3,

Desaxirribanucleasas Especiticas para lo hidralisis de algunos enlaces
internucleotidicos de los DNAs,

Ribonucleasas Especificas para los RNAs.

Endonucieasos Resbrictivas o Con accion sobre secuencios determinados del DNA, y solo

simplemente Enzimos Restrictivos | en un enloce especifico o dicha secuenciv.stos enzimas,
slo existen en los procorioles. Su occion sobre un sitio
especifico se utifiza en el laborotario pora romper ung
moléculo de DNA en puntos muy precisos y osi obtener un
conjunto especifico de frogmentas de DNA, seqin ef nimero
de veces que se presenta el sitio de restriccion a lo torgo

de o molécula de DNA,

FUENTYL. LEMNINGER,1991
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Se han gislodo muchas nucleasas o portir de diversas fuentes; en lo tabla 7-4 se presenton varios
ejemplos.

Tabla 7-4 Especificidad De Algunas Endonucleasas De Restriccion,

Originan extremos nivelados.
Hin di

§ -G-T-Py=Pu-A-C- ¥
3 -C-A-Pu-Py-1-G6- %'
Hpa |

) —G—T-TQA-A'-C- ¥

3 -C-A-ACT-T-G- §'
t

Originon extremos
escolonados

Eco RI

) -G‘—A-A—T—T—C- b}
3 ~C-T-T-A-A-G- &'
Eco Rll

§' -N-C-C-~N-G-G-N-J'
) »-N—G-G--N~C-CT—N—5‘
fco dil

5 -A-A-G-C-T-T- ¥
¥ —‘I—I~C-G~ATA— 5

Oxjmbxtlo progenitor:
Hemophilus influenzae para Hin dil y difl, E.coli para Eco Rl y Ril, y Hemophilus parainfluenzae
para Hpa I, Pu=purina, Py=pirimidina,y N= AoT.

FULNTE. LEUNINGEX, 1991
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7.3.1. ANTECEDENTES

7.3.1.1, ESTRUCTURA DEL MATERIAL GENETICO
fn lo fose de reposo, ¢l moteriol cromosdmico de los célulos eucorioticas, que no Se dividen,
flamado cromating, s amorfo y se encuentro disperso ol azar pof todo el nicleo. Sin enborgo,
cuondo los célulos se preporan pord su dwision, lo cromating se condenso y se 0grupa en un
nomero de Cromosomos bien definidos, que s especifico paro codo especie. (1)
Lo cromating ho sido aislodo y onalizado. Consto de fibros rmuy delgodos que contienen,
aproximodomente, up §0% de proteing, un 39% de DNA y quizds un 9% de RNA. Dentro del
cromosoma, los fibras de cromotina estan plegodos ¥ curvados formondo muchos hoees. n fo
cromating el DNA se encuentra estrechomente osociodo con ungs proleings flomodos HISTONAS, |
cuya funcion consiste en empaquetar ¥ ordenor ol ONA en unidodes estructuroles dentominadas L
nucleosomos, que oyudon 0 lograr uno reduccion nela de lo fongitud de los hebros del DNA, por sy
enrolomicento alrededor de eslos proleings (fig.7-11 y7-12). n o cromatina tombin- existen
alguos proteinas qué nO son histonas.Por el controrio, los cromosomas baclerionos corecen de a:
hislonos, pero poseen pequefios contidodes de proleinas que faciiton ¢l plegamiento Y lo
condensacion de su DNA. )
[n todos los célolos eucariolicas exislen cinco closes principoles de histonos, que difieren en su

peso moleculor y en SU composicion aminodcido. (toblo 7-5). 21
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Tabls 7-5 Histonas
Histona PM Residuos de lisinc (%)  Residuos de arginina
(%)
HI 21000 29 1,5
H2A 14500 " 99
H28 13700 16 6,5
H3 15300 10 135
H4 11300 1 14
FUENTE, LEININGIR 1991

Los histonas son muy ricas en los aminodcidos bosicos argining y lisino que, en conjunto
constituyen, oproximadamente, lo cuarta parte del ndmero total de restos ominodcides. Puesto que
a pH 7 los grupos R de estos dos aminodcidos eston protonizadas, los histonas se combinan con
el DNA duplohelicoidal corgado negativamente, dondo lugor a complejos DNA-Histona, que se

mantienen unidos par atracciones electrostaticas. ()

196



Bnram Alvarez Volasoo

7.8Vologi'a Moleouler

(H2A); (H2B)s (HY)y (H4), ' )50 bp l

=|10A

Figurs 7-11 Interacciones enfre las histonas y e} DNA en los eucasiotes,

FUENTE. BOHINSKL, 1991

DNA diples arrollado

de una agrupacide
de 8 moléculas de histonas,
que contiene 2 de cada una
de Jas histonas sigulentes:
HIA, 28, HY y Hé

adciea

Nucleosumas

Fgura 7-12  Nucleosomas, s)Representacion esquematica de un segmento extendido de una fibra
de cromatina, que muestra {a estructura de los nucleosomas.b)Representacion esquemitica que
pone de manifiesto que los nucleosomas y los espaciadores estin arvollados formando una

ordenacion estrechamente empaquetada,
FUENTE. LEHNINGER, 1991
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7.3.1.2, EL DNA ALMACENA LA INFORMACION GENETICA

Aunque Miescher y otros muchos que le sucedieron sospecharon que la nucleina o ef acido nucleico
tenio alguna relacion con lo herencia celular, lo primera evidencia directa de que ef DNA era ¢
portodor de lu informacion genétic tuvo lugor en 1943, merced of descubrimienlo efectuado por
Oswald T. Avery, Colin MocLeod y Maclyn Mc-Corty en el Instituto Rockiéfeller.[stos investigodores
encontraron que el DNA extraido de una cepo virwlents (productoro de enfermedad) de lo bacterio
Sireptococcus pneumonige, tronsformobo de moedo permanente a una cepa no virulenlo de este
organismo en una forma virulenta (fig. 7-13 ).

Avery y sus colsbaradores legaron 6 lo conclusion de que of DNA extroido de lo cepo virulento ero
el portador del mensoje genético heredable responsable de lo virulencio, y que _ésle quedoba

incorporado de modo permanente en el DNA de lo células no virulentas receploras. (znsn
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o é et N:Dn—-_}(\

virslenus vivas El eaidas muere
encapsuladas

) ol P s
C‘M‘lk
00 virukness vivas
0o encapsuladss » vive

o - n::.na-:/@
Chiulas rulenis 1 rad vive

L
Color \ por ¢l calos
3 s
% Meacls de celulas visulenuas &1 taudin muere

‘ mucrigs pust ¢i calur ¥ de
celutas po virulentas vivas

(o DNA aislado 2 pariy
2 \Celutas My e celulas viruleniss
?ﬂ no virukents * mueras pot ¢t calor

® /v

[C]]

Las células -
e (eansfurmin Bl catdn mucre

en virvlentas

figura 7-13  El experimento de Avery-MacLeod-McCarty. a) La cepa encapsulada de neumococos
e3 letal, b) la cepa no encapsulada es inocua, c) al igual que Is cepa encapsulada muerta por el calor.
Investigaciones anteriores realizadas por el bacteridlogo Frederick Griffith habian demostrado, d)
que 1a adicion de céfulas virlentas muertas por el calor, que por si mismas exan inocuas cuando se
inyectaban a los ratones, a peumococos vivos no virulentos, los transformaba, de modo permanente,
en células virulentas encapsuladas. Por fo que dedujo que en las células virulentas muertas por el
calor estaba presente un factor transformante, que era capaz de penetrar en las céfulas vivas no
virulentas y convertirlas en céfulas virulentas encapsuladas. Avery y sus colaboradores identificaron
al factor transformante de Griffith como DNA. ¢) Estos autores extrajeron ¢l DNA de los petsiococos
virulentos muertos por el calor, eliminaron al maximo Ia proteina del DNA, y adicionaron este DNA
a las células no virulentas. Los peumococos no virulenitos se convirtieron en una cepa virulenta,
Evidentemente, el DNA habia penetrado en las células no virulentas, y los genes responsables de la
virulencia y de la formacion de la capsula se habian incorporado en los cromosomas de las células
no virulentas.

FUENTE. LEHNINGER, § 99
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Al principio no todos aceptaron estas conclusiones, Algunos sugirieron que el verdodero portador de
lo informacion genético en los experimentos de Avery podio ser olguna lroza proteico que
impurificabo lo muestra de ONA. Esta posibilidod pronto fue descartado.

Mos tarde, un sequndo experimento importante realizado en 1952 por Alfred D. Hershey y Mortho
Chose proporciond evidencio independiente de que el DNA era el portador de lo informocion
genética, por medio de experimentos con marcadares isotopicos (fig.7-14). (27(x)
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Experimento con ¥P Expetimento con ¥P
DNA Cubierta proteica
nadioactivo radioactiva
Cublerta DNA
no radioactiva  no radioactivo
Inyeccidn
El tratamiento
con ¢l mexclador
corta lss cabezas

% " PQ%

[\

@% CEINS

Radiosctivo Radiosctivo
ndlou:uvo ndk;mlvo

Tigura 7-14 Resumen del experimento de Hershey-Chase.Se prepararon dos grupos de particulas
figicas marcadas isotdpicamente. Uno de ellos se marcé con 32P en los grupos fosfato del DNA del
fago, y el otro con 38 en los aminodcidos azufrados presentes en la ‘cubierta proteica del
fago.Después se adicionaron las dos clases de fagos marcados a suspensiones de bacterias no
marcadas, y los dos grupos de células infectadas con fagos se agitaron en un mezclador. Se encontré
que las células infectadas con las particulas virales marcadas con 32P contenian 32P, lo que indicaba
que el DNA viral marcado habia sido inyectado en el interior de la célula Los fantasmas virales
(cubiertas proteicas vacias) separados carecian de radioactividad. Por otra parte se encontrd que las
células infectadas con las particulas virales marcadas con 338 no tenian radioactividad después de
ser agitadas con ¢l mezclador, mientras que los fantasmas tenfan el 335.Puesto que en ambos casos
aparecid una progenie de particulas virales, el mensaje genético para su replicacion era
proporcionado por el DNA viral y no por 1a proteina viral,

FUENTE. LLHNINGER 1991
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Figura 7-15 Experimentos importantes que demostraron que el DNA es el material cromosémico
portador de la informacion gendtica de las células vivientes., a) Los experimentos de Avery et al.
mostraron que peumococos no patégenos pueden convertirse en patogenos por transferencia de
DNA de muestras patogenas. b) Los experimentos de Hershey y Chase muestran que la transferencia

de DNA de bacteriéfagos hacis bacterias dan como resultado un nuevo bacteriofago.
FUENTE. MATHEWS,1990

Estos importontes experimentos inicioles y olras muchos closes de evidencio, descubieras

)

posteriormente, han permitido que hoy en dio se sepa con sequridad que ¢l DNA es el molerigl
cromosornico portador de lo informacion genélica de las célulos vivientes, ()

202



Aliriam Alvarez Vaiseco 7.8%logla Moleculsr

Tabla 7-6 Resultados Y Observaciones De Erwin Chargaff Con DNA De Diferentes Organismos.
Equivalencias de bases en jos DNAs,

Observése que 1a composicion en bases en los humanos y en Ia bacteria §. gurens es casi lIa

misms, Aunque cads especie tiene una composicién en bases detenuinads, no hay variaciones

muy importanies de una especie & otra.

Composician en bases en males por cienta Relacidn en bases

Homo 309

Squiens

QOveja 29,3 214 21,0 28,3 1,03 1,02 1,03
Galling 28.8 20,9 219 29.3 1,02 095 097
Tartugo 29,7 2,0 213 219 1,05 1,03 1,00
Salmdn 29,7 208 20,4 29,1 1,02 1.02 1,02

Erizademar] 328 17,7 17,3 321 1,02 1,02 1,02
tangosto 29,3 20,5 207 | 293 1,00 1,00 1,00
Germen de 213 22,1 228 211 1,01 1,00 1,00
trigo
Levadura 313 18,7 17,1 329 0,95 1,09 1,00
£, col 24,1 26,0 28,1 23,6 1,04 1,01 1,03
Stoplyloco-| 30,8 21,0 190 29,2 1,05 111 1,07
LCUS QUieus

FUENTE. LEHNINGIR, 1991

Estos datos, oblenidas o partic de DNAs de una gran variedad de especies diferentes, condujeran o
Chargoff y o investigodores posteriores  los siguientes conclusiones:

l.las muestros de DNA aislodos de distintos lejidos de una mismo especie tienen lo misma
composicion en boses.2.lo composicion en boses del DNA vario de uno especie o olia. Lo
composicion en boses del ONA de uno determinada especie no se madifica con la edod del
orgonismo, con su estado de nutricion, ni con las variaciones de su entorno.4.En lodos fos DNAs,
independientemente de lo especie, el nimero de reslos de adenina es igual ol nimero de restos de
timina (A=1), y el nimera de restos de quanina es siempre iqual ol nimero de reslos de citosing
(6=C). De estos relaciones se deduce que lo suma de restos purinicos es igual o la sumo de
restas pirimidinicas, es decir, A+C=T+C. (27)
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1.3.2. MODELO DE LA DOBLE HELICE DEL DNA DE WATSON Y CRICK
En 1953, Jomes Wotson y Froncis Crick dedujeron lo estructura tridimensional del DNA e
inmediotomente inferpretoron su meconismo de replicacion. Este descubrimiento condujo o
comprender lo funcion del gen en términos moleculores. Propusieron un modelo estructural que ho
demostrado ser esenciolmente carrecto. Los coracteristicos de su modelo de DNA son;
1. Hay dos cadenas helicoidales de polinuclestidas enrrallodas  la largo de un eje camin. Las codenas corren
en direccianes opuestas (ontiporalelas),
2. Las bases de purina y pirimidina estan en ef interior de la hélice, mientras que los unidodes de fasfato y
desoxiriboso estin en el exterior (fig. 7-19, 7-20 y 7-21). Los planos que canlienen los bases son
perpendiculares ol eje de lo hélice. Los planos que contienen las aziares estan farmando dngulos cosi rectos
con los de los bases.
3. ) diomelro de o hélice es de 20 A Las boses adyocvenles eston separadas 34 R a lo lorgo del eje de lo
hélice y desplozados por uno ratacion de 36 grodos. Por lo tonto, lo estructura helicoidal se repite en cada
cadena después de diez residuas; esto es, a intervolos de 34 i
4. Las dos codenos permanecen unidos por puentes de hidrogena entre las pares de boses. Lo odenino estd
emparejoda can lo timina. Lo quanina estd emparejoda con lo citasin.
(figs. 7-16 y 7-17).
5. La secuencio de boses a lo largo de lo cadena de polinucleatidos na esto restringida en moda olquno. /o
SeCueNCID precisa i bases lransporla o informecion genelica
£t aspecto mas importante de lo dable hélice de! ONA es la especificidad del emparejomiento de los bases
Watson y Crick dedujeron que la adenina debia emparejorse con la timina y lo quanina can lo cilasing, debido

a faclores esléricas y olras relacionadas con lo formacién de puentes de hidrogeno. (14}27}s8)
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Figura 7-16 Pares de bases complementarias purinicas y pirimidicas del DNA. ) Pares de adenina y
timina. b) Pares de guanina y citosina.

FUENTE. MATHEWS, 1990
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Figura 7-17 Representacion esquematica de las hebras antiparalelas complementarias del DNA,

propuestas por Watson y Crick. Obsérvese que las hebras antiparalelas de bases apareadas difieren

en su composicion en bases y también en su secuencia cuando cada cadena. se lee en la direccion
5'=»3', En 1a figura también se pone de manifiesto la equivalencia de bases A=T y G=C.,

FUENTE. LEHNINGER, 1991
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FUENTE. MATHEWS, 1 9%0

Figura 7-19 Vista lateral de la doble hélice.
FUENTE. MATHEWS, 1990
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Figura 7-20 Dimensiones y estructura tridimensional de 1a forma B del DNA. 8) Modelo espacial que
representa el nilcleo hidrofobico y Ia superficie hidrofilica. El modelo muestra dos vueltas completas
de 1a doble hélice. b) Surcos y dimensiones ioleculares.

FUENTE. BOHINSKL § 991
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N J' su

sty

Figura 7-21 Doble hélice de DNA. Representacion esquemdtica segin Watson y Crick. Los dos
listores simbolizan las dos cadenas de azicar-fosfato, mientras que las barras horizontales
simbolizan los pares de bases nitrogenadas, unidas por puentes de hidrégeno, que mantienen unida
la doble hélice.La linea vertical sefiala el eje central.

FUENTE BOHINSKL, 1991
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7.3.3. DESNATURALIZACION DE DNA
Los disoluciones de DNA cuidadosomente aislodo son muy viscoses a pH=7,0 y temperalura
ambiente (20 o 25°C). Cuando toles disoluciones se someten a pHs extremos o temperaturas
superiores o los 80-90°C su viscosidad disminuye bruscamente, lo que indica que -l ONA
experimenlo un combio fisico. Estos combios en las condiciones de lemperatura y pH, inducen lo
desnaturalizocion o el desenrrollodo del DNA duplohelicoidal, ol romper los enlaces de hidrogeno
entre los bases opareados.
ft desenrrollomiento de lo doble hélice se lomao fusion porque ocurre bruscomente o uno
temperotura determinado.
Temperotura de fusion. (Tm "melting"; fusion)Es oquello temperalura en lo cual se deshace lo
mitod de lo estructuro helicoidal. Lo fusion del DNA se puede sequir midiendo con lo absorbuncio o
260nm. Lo liberocion de los parejos de boses, se troduce en un incremento de lo absorbancio,
electa denominado hipercromico.
Lo temperatura de fusion de uno moléculo de ONA depende nolablemente de su composicion de
bases. Los moleculos ricos en porejos de bases "GC" tienen temperaturas de fusion mas elevodos
que los que lienen obundancio de parejos "AT".
Cuando lo temperatura o el pH vuelven o estor de nuevo en el intervalo biologico, los segmentos
desplegodos volveran g enrollorse o o templorse espontaneamente para originar el diplex intacto.

(1)
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DNA Nativo DNA Desaaturalizado

Figurs 7-22 Desnaturalizacion de] DNA. Una doble cadena de DNA, es calentads, aumentando la
temperatura, siendo separadas, obteniéndose asi dos cadenas sencillas,
UENTE. MATHEW3,1890

DNA |
dupk»
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Asaciacism
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de basesy
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de DNA

en uvitloy

dl dzar o<

Figura 7-23  Etapas en la desnaturalizacion reversible del DNA y en su renaturalizacion,
FUENTE. LEHNINGER, 1991
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{

200 250 260 300
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Figura 7-24 La absotbarcis & 260nm de una disolucion de DNA aumenta cuando funde 1s doble

hélice originando filtamentos fibres.
TURNTE. MATHEWS,1990
100
DNA vinal
¢
g
]
B
2 DNA
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Figura 7-25 Curva de desnaturalizacion o de fusion de dos muestras de DNA. La temperatura en el
punto medio de la transicion (Twm) es el punto de fusion. Tm depende del pH y de la concentracion
salina, por lo que ambos parimetros deben ser especificados.

FUENTE. LEHNINGER, 1981
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7.4.1. ESTRUCTURA DEL RNA
El RNA, iqual que el ONA, es un polimero largo, no romificado, consistente en uno serie de
nucledatidos unidos por enlaces fosfodiéster 3'= 5' (fig. 7-26). (3)
L1100 diiere ol DM en 2 aspectos & su estruclura covalente Como su propio nombre indica, el
azucor del RNA es riboso en lugar de desoxirribose, La ribosa contiene un grupo 2'-hidroxilo que
no esto presenle en la desoxirribosa. f7)
La otro diferencia es que uno de los cuotro bases del RNA es el uracilo (U), en vez de fimina (T).

£l uracilo, al igual que la timino, puede emparejar con lo adenino. Sin embargo, carece del grupo
D% A

Extremos 5° rerminsles

~ metito presente en la timina, (37)

b
. o o
] Exttemin 3 terminales )

Figura 7-26 Estructuras del esqueleto covalente del DNA y RNA.
FUENTE. LEHNINGIR,1991
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7.4.2. CLASES DE RNA
Clases principoles de RNA RNA mensojero  (mRNA)
tanto en células procarioticas RNA ribosomico  (1RNA)
como en los eucaridticas. RNA de transferencia ({RNA)

no sola codeno de ribonucledtidos
peso moleculor
Cada uno de eflos consta de

Uno secuencio nucteotidic

na funcion bioldgico cargcteristico.

Tubla 7-7 Propiedades De Los RNAs De [, Coli.

Tipo | S PM Nimero aproximado de | Porcentoje de! RNA total de
restos nucleolidicos. o celulo
mANA 1 6-251 25 000-1 000 000 75-3000 ~)
IRNA | ~4 23 000-30 000 13-93 .16
MNA YL 5 ~35 000 ~100
16| ~550 000 1500 82
23 ~1 100 000 ~3100

'S Representa el svedberg, una unidad que indica la velocidad de sedimentacion de una
macromolécula en un campo centifugo, y que esta relacionada con el tamafio molecular.La unidad
se ha denominado El Svedberg, en honor del quimico-fisico sueco que inventd Ia ultracentrifuga.
FUENTE. INOUYE,1 987
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71.4.2.1, RNA mensajero

Los instrucciones encerrados en el mRNA poro dirigir ¢ ensomblaje de polipéptidos estan
codificadas en forma de tripletes o codones -secuencios de tres boses~ de mado que cado codon
especifico un ominogcido. Por ejemplo, el codon UUU especifica fenilolonino; AUA, isoleucing; CAU,
acido aspartico, y osi sucesivamente. En lo figura 7-56 (se presento el codigo genético completo).
Asi, uno secuencio de codones del mRNA ..UUUGAUAUA... especifica el segmento tripeptidico
..fen-gsp-ile... En los eucariotes,, cada mRNA codifica un solo polipaptido. En los procariotes y los

sistemas virales, cado mRNA puede codificar uno, dos o tres polipéptidos. (120

$TIO DIL AMINQACIDO

N0 deL

Figura 7-27 Aqui se ilustra como el ribosoma camina a lo largo de la “cinta de instrucciones” del

RNA mensajero, leyendo ¢l mensaje genético.
FUENTE. VILLANUEVA,1970
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74.2.4.4. INTRONES Y EXONES

La moyor parte de los genes eucaridticas tienen una coracteristica estructural distintiva y muy
intrigante: sus secuencios de boses conlienen uno o mas segmentos intercalados de ONA, que no
codifican la secuencia aminogcida del producto peptidico. ()

Los segmentos de ONA presentes en los genes, que no experimentan traduccion, se denominan
secuencias infercalodos ¢ intrones, mienlras que los segmentos codificadores del gen se denominan
exones. () ,

Un ejemplo lo constituye el gen que codifica o lo gvoglbiming; proteina del huevo que consto de
ung solo cadeno polipeptidica, (m)

Con pocos excepciones, fodos los genes eucoridticos que han sido examinados hosta e momento
conlienen infrones, los cudles difieren en el nimero, en la_posicion y en la fraccion de lo longitud
total_que ncupan dentro del gen. Los genes de los histonas conslituyen ung excepcion, ya que
carecen de intrones, (16)

la funcion de los intrones lodovia no se conoce con exaclitud. Uno de las hipolesis es que

contienen sefiales requladoras. {27)
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Gen Gen
de la del
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Figura 7-28 Secuencias intercaladas (intrones) en dos genes eucarioticos.El gen de la ovoalhiimina
tiene seis intrones, que lo dividen en siete fragmentos o exones, El gen del citocromo b tiene cuatro
intrones y cinco exones. Se muestra el numero de bases presentes en log intrones del gen del
citocromo b.

FUENTY. LEHNINGER,1991

Los exanes conseculivos se manticnen unidos de modo muy preciso grocios ol cuncurso de alro
close de moléculos de RNA presentes en e niclev, denaminadas RNAs nucleares pequedios
(snRNAs). Los cuales conticnen secuencios de boses complementarios con los secuencios de bases
existentes en los extremos de codo intron. Por uporesmiento de estos boses se praduce lo

yuxtoposicion correcla de los secuencios de los dos exones,que permitita su union enzimatico y la

elimingcion def intron que los separa (fig. 7-29). (s))
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Lo tronsformocion del mRNA precursor finolizo después que todos los intrones hon sido eliminados
del modo indicado, E! mRNA terminodo obondono el nicleo, poro lo cuol debe unitse, en primes
lugor, o dos proteinos especioles que lo dirigen hacio el citoplosmo o trovés, de los poros

existentes en lo cubierto nucleor. (3oXes4s)

Exdn 1 intrén Exdn 2
S'MT

Intron
cusvado

Exdn 1 Exdn 2
Exones unidos en ¢f mRNA

figura 7-29 Modo de actuacion del RNA nuclear pequeiio (snRNA) en el acoplamiento de los axones
y en la eliminacion de 1os intrones, Los extremos del intron aparean sus bases con un segmento del

snRNA. La reaccion de acoplamiento va acompaiiada de la escision del intrdn.
TUENTE. LEHNINGER, 1994
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7.4.2.2. RNA de transferencia

fslos son los dcidos nucleicos mas pequefos (PM aproximado de 25000 ), pues conslan de unos
73 a 93 nucleolidos A cada aminodcido le corresponde, como minimo una close de IRNA; alqunos
aminodcidos poseen das o mas IRNAs especificos. Para recanocer lodos los codones de los
aminodcidos, son necesarios por lo menos, 32 tRNAs, y en alqunos célulos este nimero es mucho
mas elevado . Después de que cado tRNA se fija o un aminodcido especifico, los complejos
aminodcido-tRNA se acomodan en el orden sefiolodo por lo secuencio de codones del mRNA. Lo
fectura de lcs codones del mANA se efeclia gracios o lo existencio, en coda 1RNA, de uno

secuencio Unice de boses llamado onticoddn, lo cual es complementaria a lo del codon. ()

Figura 7-30 Algunas representaciones de tRNAs. 4) Un tRNA de Ecoli para leucina, b) Un tRNA
witocondrial de humano para lisina,
TUENTE. MATIIEWS,1990
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De los dwersos patrones de plegqumiento sugeridos, el que ho resultodo coherente con todas los

secuencios del tRNA es lo llomado estructura de trebol (fig. /- 31), que presenta un aporeamiento
intracotenorio de bases maximo entre los pores permitidos A-U, G-C y G-U, canteniendo cuotro

brazos; y en los tRNAs mas lorgos tienen un quinto brozo adicional corla.

Exiemo §

Brany
amino
deudn

Extremo §°

Braz T
raza DHU raz TyC
Cuntiene Brazo sdicional
dos 0 (de tamaho varisble,
tesiduos DHU que 0o estd presenss
en distintas en todos 08 tANAS)
posiciones
Braw
nticodon
Posicién
que experimenta
balanceo

8 ¥
Anticoddn

Figura 7-31 Estructura general de todos los tRNAs, (Hoja de Trébol), Los puntos negros gruesos
presentes en el esqueleto corresponden a residuos nucleosidicos, y las lineas entre las seccciones
paralelas, representan los apareamientos entre las bases. Los residuos caracteristicos y/o variables,
que son comunes a todos los tRNAs, aparecen sombreados, Al final del brazo anticodon se encuentra
el lazo anticoddn , que siempre contiene siete nuclestidos desapareados,

Claves:

Pu= nucledsido purinico, Y= pseudouridina. T=nbotimidina.

Py= nucledsido pirimidinico. ~ G*=guanosina o 2"-o-metilguanosina, DHU=dihidrouridina,
FUENTE. LEHNINGEX, 1991
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He oqui algunos de los funciones especificos osignadus o regiones delterminados de o estructuro
del tRNA (fig. 7-32). xaonzn)

1. Ll extrema 3' del brozo aminodcido (que en todos los {RNA tiene uno secuencio comin ~CCA)
¢s ¢l sitio donde se fijo el ominodcido ol RNA, estando esterificado por su grupo carboxilo al grupo
2 0 3'-hidroxilo del residuo A presente en el éxlremo 3 del tRNA,

2. £l osa | o brazo T¥C (en el que se hallon presentes lo ribotimiding y la pseudouridina), esto
asociada con lu fijocion del complejo aminoacil-IRNA a los ribosomas,

3. Bl osa D (osolll) & brazo DHU que contiene dihidrouriding, tambign particips en la fijacion del
compleja ominoacil-{RNA o los ribosomas,

4, [l brozo onlicodon contiene ¢ onticodon, un ltriplele especifico de nucledtidos que es
complementario y puede oporear sus bases. de modo onliporalels con su triplete codon

correspondiente, presente en el RNA mensojero, Cada IRNA tiene un triplete onticodon caracleristico,
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Figura 7-32 RNA de transferencia. a))Modelo de trébol. Las regiones de cadena doble se forman por
plegamiento y son estabilizadas por puentes de hidrogeno NIMIIMI entre pares de bases
complementarias. Las asas o rizos periféricos no tienen puentes de hidrogeno; existen tres asas
principales y una menor de dimensiones variables. b) Fenilalanil-tRNA de la levadura, el cual tiene
76 nucledtidos. C) Modelo espacial de la estructura tridimensional del tRNA. Si este modelo se viera

desde atras, y volteado de cabeza, pareceria una L.
FUENTE. BOHINSKL, 1991 y MATHEWS, 1990
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7.4.2.3. RNA ribosomal

los ribosomas son conjunlos plurimoleculores de  proleinas (olrededor de  35%) y RNA
(oproximodamenle 65%); obviomente, este RNA se denomina ribosomal. (&0}
Un ribosoma intacto (705 en los pracarioles y 80s en los cucoriotes) es un complejo integrado por

dos subunidodes en usociacion no covalente (fig. 7-33). (zayas)

' 18 nm —
805 4,0 millosies

2,8 millones de diltones i
de diltones ‘

/7N

Q Subunidades Subunidades
0s &5

(1,8 mlllones de dilwones) (1,0 mlllongs de dilones) (2,7 millones de déltones) (1,3 mlllonc.soz: diltones)
rRNA 5§ fRNA 165 TRNA 5§ rRNA 18§
m.N; 238 2 pou;;eprldos (I\NA: 5,88 ~30 wlrpep(ldos
3 poll;:épudos mNt 288
~40 polipéptidos
(@) {b)

Figura 7-33 Composicion de los ribosomas a) procarioticos y b) eucarioticos (citoplasmaticos). Los
ribosomas presentes en las mitocondrias y en los cloroplastos de eucariotas son semejantes a los de
las células procarioticas.

FUENTE. LLHNINGER,1991
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Aunque los ribosomas se dibujan, habituolmente, representando o lo subunidod 30S como un

“cosquete” situado sobre uno subunidod 505 con forma esferica (fig. 7-33),5us estructuras no son
simlricas. En realidod los dos subunidades tienen formas sorprendentemente irrequlares(fig.7- 34).
£l encaje entre los dos subunidades de forma desiqual es de tal noturaleza que origino una ronura
entre ellos, o través de lo cuol se desliza el mRNA o medido, que el ribosoma avanza o lo lorga de

¢l durante el proceso de transcripcion, y de lo que emerge lo nueva codena polipeplidico

sintetizada. (4)(20)

Figura 7-34 Patron hipotetico de la estructura secundaria del RNA 168 de Ecoli, mostrando su

plegamiento intracatenario (1542 nucledtidos).
TUENTE. MATHEWS, 1990
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Tabla 7-8 Propiedades Y Funciones De Las Protefnas Ribosomales,
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Nisnere ds rosiduss

Funcién prepussts *

Prewina de Aminodcidos’

s 557 Enlszarel mRNA
$2 240 Ealazarel mRNA
83 232 Enlsxarel mRNA, Enlazarel tRNA?
54 203 Esensisl pare ol nto ds subunided 305
:z :g‘ Ellnlral-RNx. arel tRNA?

1 JS—
£ Y4 172 Esencisl pars el plegamiente ds subunidad 308
e 129 Esencial pars ol plegamisnte de subunidad 308
114 128 Enlazsrel mRNA, Enlasar ol tRINA?
ste 103 Enlazarel tRNA |, Enlazarel mRNA?
Sit 128 i
$12 1 Sitle estreptemicing; prebablk invel d

en ol enlace con IRNA
513 "2 ——
Sl4 L] Enlaxer el tRNA , Enlasarel mRNA?
S13 8? Esencial para el plegamionts de subunidad 308
sSLé 82 Esencisl pars el plegamienis de swbunided 105
:‘lz g: Essncial pars elplegamicnts ds subunidad 10S
519 L}] Enlsszsrel tRNA
520 = .26 [T [S———
s21 0 —
Ll 233
L2 272 Traneforasa ?
L3 a£09 Esoncisl pars elplogamisnts do subunidad 5OS
4 0t Esensialpare slplegamionts do subunidad 508
LS 1”78 Poptidil Tranoforasa? -
L6 176 Poptidil Transferass?
L7412 120 Enlace do factores preteicos, translocacién
148 .

L1® 163 ————
L1 14 Poptidil Transforssa
[AR) 142
Lis 120 e
LS 144 Popiiill Transforasa?
Lis 136 Peptidll Traneforase?
L7 127
L1 17 Popthdl] Trameferass ?
L19 114 -
L20 1? Esoncial pars el plegamionte de subunidad 508
121 103 g
LZ2 110 ———
L23 »” ——
L24 103 Esencisl pars el plegami de subunidad 508
L2s 94 Peptidll Traneferasa
126 = 520 %
127 " Prebabloments narte delsitie P; poptidil transforasa
L2 7 ——
129 (3] Mumenand
.30 58 co————
L33 &2 —
132 56 riam—
L33 54 el
L34 46

L)

¢(—) No hay aparentemente funcion especifica

FUENTY. MATHEWS, 1990
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Imelusreds ou ol enlace ds Fastores
Protices y Tramslocaciin

Orificie do Salide del piptide

X regién do piptidil Transhorese

+

Rogién ivelucrede ,
onslenlars dsl mRNA , 5 Terminal

3'Terminal
deRNA )68

50S mRNA. 3°  Crecimionts de la Crocimionte

. tidic do la cadena
mapeptis sePyA Solt

Figura 7-35 Algunas regiones funcionales del ribosoma procarionte.
FUENTE. MATHEWS.1990
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£s posible extroer RNA y DNA de los célulos, los fracciones subsecuentes o los virus, utilizando

olquhus de los propiedades que se sencionan en lo tabla 7-9,

Tabla 7-9 Propiedades De DNA Y RNA.

PROPIEDADES DEL DNA

PROPIEDADES DEL RNA

Insofuble en soluciones diluidas de NoC!

Soluble en soluciones concenlrados de Noll

Insaluble en olcoho!

Pucde ser disaciado de lo proteina por

{rolamiento con un delergente o un fenol

Saluble en soluciones diluidas de NoCl
Insaluble en alcohol
Puede ser disociado de la proteina por

tralamiento con un detergente o un fenol

FUENTE. BOHINSKL 1991
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£l dogmo central define 3 etapos principales en el procesamiento de lo informacion genético, (4
ETAPA 1] REPLICACION |En la cual se copio el DNA progenitor para formar moléculos de
DNA hijos cuyas secuencias nucleotidicas son idénticas a los del

ONA poterno,

ETAPA 2| TRANSCRIPCION | Praceso mediante el cuul se transcribe porte del mensoje genético
del ONA en forma de acido ribonucleico (RNA).

ETAPA 3| TRADUCCION |En la cual el mensaje genético codificado por el RNA es decifrado
en los ribosomas en el alfabeto de 20 letras de lo estructuro

proteica con la finalidad de formar proteinos.

¢ prodqctgil. génicos
iniciales mrc:u génico
,———+RNAribosomal —— ribosomas e
genes del DNA ——————— RNA menssjero > + polipéptido

N————+RNA de transferencia— aminoacil-tRNA

amino-

dcidos
transcripcién traduccién

Figura 7-36 Moléculas involucradas en el Dogma Central, Las lineas representan el flujo de la
informacion genética, siendo la representacion comin :

DNA ey RNA ey PROTEINA

TUENTY. BOHINSKL, 14991

227



Miriam Alvarez Velssoo 7.8ialogla Moleculsr

Figura 7-37 Dogma Central de la Biologia Molecular.
FUENTE. MATHEWS,1 990
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7.6.1. REPLICACION DEL DNA

£l DNA de los bacterios y de muchos virus de DNA es una doble hélice circular,

Dibu:)u esquemdtico de un DNA
que esth experimencando
replicacion (1ss nuevas hebras
sparecen en color)

(o)

Modelo unidireccional

Odon @khm«wﬂh
mau

Dumbuplmdon
/ Y“W

Inicisi Durante i replicacion
(b)

Figura 7-38  La replicacion del DNA circular es bidireccional Replicacion del cromosoma de

E. coli. a) Dibujo de la huella del cromosoma de E.coli marcado con tritlo, durante la replicacion. b)
Interpretaciones esquemiticas de 1a replicacion, en donde se muestran las hebras hijas recién
sintetizadas. En el modelo unidireccional solo existe una horquilla de replicacion, que avanza a
partir del origen de la replicacion. En el modelo bidireccional hay dos horquillas de replicacion que
comienzan en el origen y se mueven en direcciones opuestas hasta que se encuentran. Los
cromosomas de Ecoli y de otras bacterias, al igual que los de muchos virus de DNA, se replican de
modo bidireccional,

FUENTE. LEHNINGER, 1991
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«Burbujase formadas
por muiltiples puntos
de replicacién bidireccional

(a)

Etapa
Inicia) )
DNA de la Eupa Diplex
paterno  replicacion posterios hijos
ﬁ
Origen

> <
<
> 4
>

(b)

Figura 7-39 Replicacion de un cromosoma eucaridtico. a) Dibujo de un segmento de DNA en
replicacion de huevos de Drosophila imelanogaster, en el que se muestran las "burbujas" u "ojos”
formados, debido a la existencia de maltiples puntos de replicacion bidireccional. b) La replicacién
bidireccional se inicia, simultdneamente, en millares de origenes y transcurre hasta que las hebras
hijas se completan. Despuds se separan los diplex sintetizados, cada uno de los cuales contierien tuna
hebra paterna y una hebra hija.

FUENTE. LEHNINGER,1 991
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REPLICACION DE LA ESTRUCTURA DOBLE DEL DNA

A finles de fo decado de 1950, M. Meselson y F. W, Stohl estoblecieron por lo vio experimental el
meconismo de duplicocion in vivo de la estructura doble del ONA.

(a) Replicscion (b) Mephicacion
conservadora semiconservadors

DNA pswerno pessdo

Segunda generacion

‘g
i

figura 7-40 Principio del experimento de Meselson-Stahl para distinguir entre dos posibles
mecanisnos de replicacion de un DNA pesado o DNA [1*N ] (lineas negras), cuando |a replicacion

tiene lugar en un medio ligero o de ['*N ]. Las hebras ligeras se muestran como lineas punteadas.
a)Replicacion conservadora. Si ésta tuviese fugar, cada una de las dos hebras pesadas de] DNA
progenitor se replicanian dando lugar a un DNA diplex, que contendria dos hebras ligeras, y al DNA
duiplex pesado original, La continuacidn de fa replicacion conservadora originaria en la generacion
siguiente un DNA pesado y tres DNAs ligeros, pero no produciria DNAs hibridos. b) Replicacion
semiconservadora. Este tipo de replicacion da lugar a Ia formacién de dos diplex hijos, cada uno de
{os cuales contiene una hebra pesada paterma y una hebra ligera. En la generacidn siguiente
aparecerandos DNAs hibridos y dos DNAs ligeros,

FUENTE. LEHNINGER, 1991
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Mirism Alvarez Velasco
célulssde E. coli
wlllivo
()
B o
%\u contiene
NHC
oflulasde E. coli
con'N-DNA
cultivoen
un medio qus
f.onﬂlm
(sistema de referencia) NHQ! (sistema dereferencia)
chlulas de E. coli cflulas de E. coli
cuivo c(h:‘l: de E. coli culiivo
prolongado con “N,"N-DNA olongado
onunmedio JN fm#ﬁw
contie . ue contiens
EhT s N Wi
oflulas de £, coli muestrs deapués de muestrs después de oflulas de E, coli
con “N-DNA 1a primers generscién 1a segunds generscidn con“N-DNA
¢ extrae ¢l
o «== DNAparsluego ~=?> | ===moToTTos hd
centrifugarlo en un
gradients de densidad
wbo de “N—DN§ . “N-DNA
centrifugs WN-15N-DNA
50
(50-50) 15N-DNA

Figura 7-41 Resumen esquematico del experimento de Meselson-Stahl en ¢l que se demostro el

mecanismo semiconservador de replicacion del DNA,

FUENTE.BOHINSKI,1 991
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Direccion de la sedimentacin =-p

DNA["N] progenitor
(1as dos hebras
son pesadas)

DNA
pesado

DNA["N] normal
con dos hebras
ligeras-

DNA
ligero

d

]

Conclusiones
En la primera

=
o
@

ultados experimentaies

——
generacion ambos
E;"!‘:::‘:;‘;’o:e DNAs contienen
en NH.CI[*N) un3 hebra ligera
4 y una hebra
pesada
En la segunda
DNA después generacién se
de dos forman dos DNAs
] generaciones hibridos y dos
DNAs ligeros

DNA DNA
ligero  hibrido

Figura 7-42 Resultados del experimento de Meselson-Stahl. El DNA pesado o DNA [t*N ] alcanza

una posicion de equilibrio mds baja en el gradiente de CsCI que el DNA ligero o DNA [N . El DNA
hibrido se equilibra en una posicion intermedia. El eximen de los DNAs hijos de la primera y de Ia
segurda generacion dentuestra que la replicacion del DNA es semiconservadora.

FUENIY. LEHNINGER 199

Este tipo de replicacion se denomina semiconservadora, puesto que en cade molécula de DNA hijo
s0lo se conservo uno de los hebras del DNA patermo (figs. 7-42 y 7-43). Sus observaciones
excluyen, cloromente, una teplicocian conservadoro, en la cual una de las moléculas hijos de DNA
conservario los dos hebras originales, mientras que la otra molécula hijo de ONA diplex poseeria los
dos hebros nuevas. Asimismo, tombién puede descortorse un mecanismo de réplica dispersor, en

el cual cada hebro hijo de DNA estario constituido por cartos segmentos del DNA progenitor y del

DNA recién sintelizado, unidus ol azar entre si. (25)28)45)
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Los dotos revelan con clorided que lo replicacian del DNA debe efectuarse mediante un procesa en

¢l que cada cadena de lo doble helice original de DNA funcione come molde para lo sintesis de una
nueva cadena complementaria (fig. 7-43). (14y25)
Ademds, cado molde y su nuevo complemento permanecen asociodas para formor lo siquiente

generacion de DNA. Este procesa se denomina replicacian semiconservadora. (25)

Heheas
Progenitorss

Hebra " Hebras Hebra
progenitora hifas progeniton

Figura 7-43 Replicacion del DNA segiin Watson y Crick, Las hebras complementarias progenitoras
se separan, y cada una de ellas constituye el patrén para la biosintesis de una hebra hija
complementaria.

FUENTE. LEHNINGER, 1991
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7.6.1.1. ENZIMOLOGIA DE LA REPLICACION DE DNA
7.6.1.4.1.CARACTERISTICAS BASICAS

Aunque son muchos los proleinos que intervienen, lo principal en lo replicacion del DNA es lo
polimerosg I del ONA dirigida por el DNA. (1)
A. Karnberg (Premia Nobel,1959) y calabaradores fueran los primeros que aislran y caracterizaron,

en 1958 lo polimeraso | del ONA de £_cof. ()

Tabla 7- 10 DNA polimerasas de E.coli

Actividad cotolizoda f Il Il

complejo
Polimerizacion 5'=>3' + + }
Exanucleasico 5'=>3' + v - +
Exonucleasica 3'=5' + } }
Peso molecular 109 000 120 000 400 000
Maléculos por célulo A00 10 (
Actividod (nucleotidos 600 30 9000

por minuto y par

molécula, a 37°C)

FUENTE. KORNBERG, ET. AL.,1992
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Tabls 7-11 Enzimas Involucradas En La Replicacion De DNA Y Funcion De Cada Una De Ellas,

DNA polimerosa |

Al iqual que lo DNA polimerasa I, estos enzimos pueden
adicionar nuclestidos of extremo 3' pero no al 5. Una vez
formado el fragmento de Okozaki, se elimino el RNA cebador,
nucledtido a nucleotido, gracios a lo actividod exonucleasica
§'-3' de esta enzima,

DNA polimerasa Il

Su funcion fodavio no es conatida.

DNA polimerasa i (actda en
formo de un gran complejo
denominado holoenzima DNA
palimerasa Il

Es la principal enzima responsable de la efongocion de los
cadenas del ONA, sin embargo requiere de una hebro patran y
de una hebra cebodora por lo que no puede iniciar por si
mismo la replicacion. La pralongacion del DNA tombién tiene
lugar en lo direccion 5'-3' por adicion de nuevas unidades al
extremo J' de la_hebra cebador.

Primasa

Sintetiza un corto fragmento de RNA que es complementario
con lo hebra potron del ONA en lo direccion 5'-3' o partir de
los precursores ATP,UTP,CTP y GIP, con el fin de servir como
cebador pora poderse sintetizar los fragmentas de Okazaki, por
medio de la odicion de desoxirribonucledtidos que incorpora lo
DNA potimerasa Iil.

DNA ligasa

Enloza el fragmento de Okozaki o los hebros de ONA en
crecimiento formanda un enlace fosfodiéster entre el grupo 3'-
fosfato del extrema del ONA en crecimiento y el grupo 5'-
hidroxilo del fragmento de Okozaki recién sintetizado.

Helicasa

Desenrrallan cortos segmentos de DNA exactamente por delonte
de la horquilla de replicacion,

Proteina de union o ONA (DBP)

Inmediotamente después de que una corta secuencia de DNA
ha sido separada, varios moléculas de esto proteina se fijon
fuertemente a coda una de los hebras separadas, impidiendo
nuevamente su union, Consiguiendose con eslo que eslén
expuestos ol sisterna de replicacion.

Topoisomerasa {en procoriotas
se conocen como DNA girasa)

Se cree que es un “eslabon giratoric" que se encuenlrg,
delonte de la horquilla de replicocion para que sblo lenga que
girar una corta, secuencio a lo velocidod que se lleva lo
teplicacion que es aproximadamente 4500 r/min. Este enzimo
permite que el ONA dé vueltos sobre su eje, y lo retuerce
activamente en lo direccion que favorece su desenrrollomiento.
Por tanto lo girasa focilite a lo helicosa el desenrrollodo de!
DNA durante su replicacion.

FUENTE. LEHNINGER, 1991 Y KORNBERG, ET. AL 1932
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Los dos nuevos hebros, conjuntomente con sus hebros polrdn correspondientes, forman
outomaticomente dos diplex hijos con sus bases opareados, codo uno de los cudles contiene uno
hebro nueva y uno hebra progenitora. Para la formacion de los nuevas ae~hélices no se precisa

energia, ni se necesito un enzima pare su "enrollado”, (14¥zs)

Compljo
de la DNA
polimerass 11}

Substitucion
con desoxiny-
cledtidos de)
RNA cehadot
climinado
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Helicasy/Primasa

Hebra Potrén pare
Sintesis discontions

Rogsingl

DNA Pelimeraas |

‘Ligase

b)

Figurs 7-44 Resumen de Las principales etapas existentes en la replicacion del DNA. Las figuras a)
tomada de Lehninger yb) tomada de Mathews las ilustran.

Existe cierta incetidumbre sobre 1a localizacion exacta del lugar de actuacion de la DNA girasa,
FUENTE. MATHEWS, 990 y LEVNINGER, 199}
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Cadena de DNA
en Crecimiento

Direccion
del
crecimiento

—QeeP—0"
oL
$"-tribostmo \
del desoxieri- o 0"
bonucledsido
entranie - HO—P—0—b—0-
6 &
Pirofosfato

Figurs 7-43 Prolongacion de uns cadens de DNA por Ia DNA polimerasa. El nuevo enlace
internucleotidico se forma por staque nucleofilico del grupo hidroxilo 3' libre sobre el dtomo de
Kaforo @ del desdoxirmboncledsido trifoefato entrante, lo que provoca la liberacion de pirofosfato

libre. En la figura no se muestra la hebra de DNA patron.
FUENTE. LEHNINGER, 199
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7.0.4.1.2. LA DNA polimerasa PUEDEN LEER LAS PRUEBAS Y CORREGIR

LOS ERRORES.
s
Nucledtido erroneo,
que no esth unido Nuceduida
por enlaces = -
de hlm = =
po ]
po =
- Nucledtido
DNA corresto
polimerasa Baciston por
ls exonuciemss 3’
Direccitn Nucleouidos
160 correctamente
replicac|
3 8§ oy g
La DNA polimerasa La DNA polimersss La DNA polimerass
insers retrocede y climina  inserta ls base
un auclediido el nucledtido correcta y reanuda
errdneo eréneo merced 1s replicacion
s s Ktivided
exonuclesss 3'

Figura 7-46 Comeccion de ervores por medio de 1a actividad exonucledsica 3' de la DNA polimerasa.
SUENTE. LEHNINGER, 1981

5 : : :
T @IONA T T T
e A : i
A
parin C c_ ¥ C TP
;"q"il,' ——'Lr '
AT ™P A e
C G cadma Co CG cG
G C IMciadora g G cC GC
¥y, 8 N HEN Vo
accida de
emrorde e reanudacidn del
polimersss YwSala copiado del
flochs pans patdn normal
oliminar ol
mucledtido mal
complementado

Figura 7-47 Correccion por la polimerasa del DNA.
FUENTE. BOHINSKL, 1991
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7.6.2. TRANSCRIPCION

Lo fase principal siguiente del flujo de lo infarmacion genética es lo transcripcion de Yo informacion
genélica del DNA en forma de RNA. En este proceso, un sistema enzimdtica sintetizo uno hebra de
RNA que tiene uno secuencio de boses complementarias con la de uno de los hebros de DNA.

Los productas de la transcripcion son de tres closes de RNA en procoriontes. (1§s)

RNA mensajera

PRODUCTOS DE LA TRANSCRIPCIO! RNA de tronsferencia

RNA ribosomal

UK
r
2 S

a4
»V Nuclettidos

Figura 7-48 Principio basico de la TranscripcidnLa enzima (RNA polimerasa) lee la informacion

del DNA y a transcribe hacia RNA, adicionando nucledtidos, logrindose asi una secuencia de bases
complementaria con la de una de las hebras de DNA.

FUENTE. MATIEWS,1990

-GCGGCGACGCGCAGUUAAUCCCACAGCCGCCAGUUCCGCUGGCGGCAUUUU-Y  mRNA

3-CGCCGCTGCGCGTCAATTAGGGTGTCGGCGGTCAAGGCGACCGCCGTAAAAS: DNA
3-GCGGCGACGCGCAGY TAATCCCACAGCCGCCAGTTCCGCTGGCGGCATTT Iy

Figura 7-49 La sccuencia de bases del mRNA es complementaria de 1a secuencia de 1a hebra de DNA

molde.
FUENTE. STRYVER1994
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DIFERENCIA IMPORTANTE ENTRE LA REPLICACION Y LA TRANSCRIPCION

Durante la teplicacion se copia el cromosema completo, lo que do lugar o DNAs hijos idénticos of
DNA progenitor. Sin emburgo, en el proceso de lranscripcion no se transcribe, necésatiamente, tada
el DNA de lo célulo, yo que, en general, solo se transcriben genes individuales o bien grupos de
genes. Por tanto, lo tronscripcion del DNA es selectivo, yo que estd determinado par secuencios
requlodaras especificas que sefiolon ef comienzo y el final de los segmentos de DNA que van o ser
tronscritos. (4

7.8.2.1. RNA Polimerasa
£l RNA mensojero se sintetizo por uno RNA polimerasa-DNA dirigido, esto enzima p«eéisu de Mg?
de los cuatro 5'-trifostotas de los ribonucledtidos (ATP.GTPUTP y CIP) camo precursates de las
unidades nucleotidicas del RNA. Lo RNA polimeraso prolongs uno hebro de RNA odicionando
unidodes ribonucleotidicas of extremo 3' hidroxilo de o cadena de RNA; por tonto, tos codenas de
RNA se conslruyen en lo direccion 5'-3', lograndose osi uno secuencio de buses complementario
con lo de uno de los hebros de DNA. La RNA polimerasa necesito de fo presenciu de ONA
preformada para ejercer su actividad. ()

¥ ¥ "\
W / 5
( )

AW
polimcmn del RNA RNA
e copinde RN A nuevo
5 RNAen nuevo 5
crecimienio

J,Z . \s'

s

¥

"' s

Figura 7-50 Polimerasa del RNA que avanza sobre la cadena patron después de un destorcimiento
local del DNA doble. La copia en crecimiento del RNA permanece adherida a la polimerasa hasta que

alcanza el sitio de terminacion,
SUENTY. BOHINSKI, 193¢
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1.0.2.2. PROCESO DE LA TRANSCRIPCION

Lo RNA polimercsa no puede ejercer su funcian hasta que se unc @ una schal de iniciacion
especifica presente en lo hebra patedn def DNA, Sequidamente el enzima inicia lo sinesis, del nuevo
RNA por su extremo 5', la cual comienzo, habitudimente, con un residuo de GIP o de AIP, cuyo
grupo 5'-trifoslalo, simbolizado por ppp, no se escinde o PPi, yo que permanece inolterads o ly
lorgo de la transeripcion, (ixan)

Esto enzima es muy gronde y corr;pleio que contiene cinca subunidades pofipeptidicos; dos codenas
a, uno cadena B, una cadena B’ y una codena o (sigma). ()

La estiucturo de lo forma holoenzima de Jo polimerasa se simboliza por a,B.8'0.

Tabls 7-12 Eitapas Del Proceso De Transcripcion,

Elopos de! | Nambre de lo JPasos que sigue lo transcripcion,

proceso. elopo.

Primer etopo | Iniciocion, £5 lo umidn del holoenzimo o un centro especifico presente en lo molécula
de ONA, denominado cenlro promolor, constituido por una cortu secuencio
de nucledtidos que es recanacido por Jo RNA polimeraso,

Sequndu Prolongocion {Uno ver que lo RNA polimerasu se halle correctomenle situodo en o
elopa de lo cadeno. {centra promolor, y ha eloborado unos pocos enlaces fosfodiester, lo
subunidod © se disocio del holoenzimo. Sequidumente ¢ RNA ¢
pralangado, nucledtido a nucleatido, par la palimerasa temanente {a,pp' )

denominado “enzimo nicleo”

Terces elopa | Terminocton, [ Lo profongacion del RNA continis hosto que se olcanzo una secuencio di
lerminacian especifico en el DNA potron, gque sehola of término del qgen o
de los genes que estan siendo tronscrilos. Pora finalizar fo tronscripeian y
fiberar o lo RNA polimesaso del DNA, se preciso de olra proteino especifica

denoninads p (tha).

TUENTE. LEHNINGER,1 991
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Tably 7-13 Polimerasas DNAs Dirigidas Por DNA En Las Células Vivas.

ENZIMA

COMPOSICION (PM)

Procariotes

Polimerasa del RNA

Eucariotes

Nucleares
Polimeraso del RNA I° (nucleolo)
Polimerasa del RNA I (nucleoplasma)
Polimerasa del RNA II° (nucleoplosma)

Milocondria

Polimerasa del RNA

a;pB's (480 000) con Zn* adherido

Octémero de seis subunidades (500 000)
Cinco subunidodes

Nueve subunidades

Variable en los diferentes especies

a Para copiar genes de rRNA.
b Para copiar genes de mRNA.
¢ Para copiar genes de tRNA.

FUENTE BOHINSKLE 991
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Figura 7-51 Etapas de la iniciacion y elongacion en la transcripcion por una RNA polimerasa

bacteriana,
FUENTE. MATHEWS,1990
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RNA Polimerasa

'Il:‘e‘.‘?'o‘c mie

Enlace de »
al o

. DNA-RNA
polimerusa

£ Se mueve hacie ol

ATP ol 3’
desplazando in
ADP + P, D patrén de

Débititmmionto de la
interaccion entro el pateron y
ol transcripto, causando su
disocincion, P y in pullimernsn
tembién se disocian

Polimerass

Figura 7-52 La terminacion depende del factor p.
FUENTE. MATHEWS,1 990
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Punto
nacion RNA
de e terminado

: AN

—p — — - -
L ”
o L]
Punto L
de Iniclacion g )
DNA A TL’?-J
diplex HNA polimerasa  Prolongacion erminacion

Figura 7-53 Resismen de las efapas de Ia transcripcion. En procariotas, 1a RNA polimerasa, debe
insertarse, en primer lugar, en el centro promotor del DNA. Después se desplaza a lo largo de la
secuencia de iniciacion en la direccion 5'=>3' y comienza a transcribir a partir del nucledtido
correcto, Este ciagrama no muestra la longitud real del hibrido DNA-RNA, que contiene,
aproximadamente, una docena de nucledtidos. Después de 1a iniciacion, 1a subunidad o se disocia.
La terminacion de 1a cadena precisa de la subunidad p.

FUENTE. UBNINGER, 1 99t
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71.6.3. TRADUCCION

La inmensa mayoria de coda uno de los genes de un cromosoma codifican lo biosintesis de un
polipéplido especifico (proleina).

Después de lo tronscripcion ( y el procesomiento del mRNA en los eucarioles), lo secuencia de
boses del mRNA aporta los instrucciones para el ensomblaje secuencial de los aminodcidos que
integraran dicho polipéplido. El proceso se denomina traduccion porque estriba en la conversion del
"lenquaje” de lo estructura primorio de uno secuencia de bases en uno secuencio de aminodcidos.

(412)
Los instrucciones del mRNA estan cantenidas en juegos de tres boses sucesivas llamados tripletes o

codones. Los osignacianes de codificacion de los 64 codones, se conocen desde hoce unos 20
ofos. Sin embargo, ounque es mucho lo que se ha oprendido sobre el proceso de troduccion

alqunos ospectos, en el mejor de los cosos, apenas se comprenden. (2742)
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Figura 7-34 Traduccion. El ribosoma se une al mRNA, el cual contiene I informacion genética.

La informacion se traduce en juegos de tres bases sucesivas llamadas codones o tripletes. Por otro
lado el tRNA se une al aminoicido correspondiente, y lo transiada hacia el ribosoma, una vez que el
RNA haya identificado al codén apropiado en el mRNA, comienza 8 adicionar los aminodcidos
formando enlaces peptidicos, lograndose asi 1a formacién de una proteina,

FUENTE. MATHEWS, 1990

Puesto que ef proceso de lraduccion es muy complejo, en general se considera que ocurre en cinco
pasos (fig. 7.55). 19

1 Activacion y seleccion de aminodcidos.

2.lnicio de fo formacion de fa cadena palipeptidico.

JElongacion de {a cadena polipeptidica,

4 Terminacion de lo formacion de lo cadena polipeptidica.

5.Plegamiento y transfarmacion.Los pusos de ensamblaje (2,3 y4) en realidad acurren en fo
superficie de los ribosamas, dande ciertas proteinos ribosamicas individuales realizon funciones
especificos. Ademas del RNA mensajero y de los ribosomas, olras sustancios parlicipantes son los

RNA de transferencia, diversas proteinos no colaliticas y camo fuentes de energia ATP y GIP. (1)
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Cadena Polipeptidica

de 8 Aminodctdos
Factor de¢

Liberacién

IMet Vat Gly

Yigura 7-55 Proceso de traduccion. En el esquema se representan los primeros cuatro pasos

del proceso, sin embargo no se consideré el plegamiento de la proteina sintetizada,
FUENTE. MATHEWS, 1990
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Tabla 7-14 Componentes Necesarios En Las Cinco Etapas Principales De La Sintesis De Polipéptidos

En EColi.
ETAPA COMPONENTES NECESARIOS
1, Activacion 20 ominodcidos
de los 20 ominoacil-{RNA sintetosos
ominodcidos 20 o mas RNAs de tronsferencio

2. Iniciocion de
lo codeng
polipeptidico

3. Prolongacion

4. Terminacion

5. Plegomienta y
tronsformacion

ATP

Mgh

RNA mensajero

N-formilmetionil- tRNA

Codon de iniciacion en el mRNA (AUG)
Subunidod ribosomal 305

Subunidod ribosomal 505

61p

Mgﬂ

Foctores de iniciocion (IF-1, IF-2, IF=3)
Ribosomo 70S funcional {complejo de iniciacion)
Amjgoucil—lRNAs especificados por codones
Mg

Foctores de prolongucion {Tu, Ts y G)

GIP

Peptidil ronsferasu

AP

Codon de terminacion en el rRNA

Foctares de liberacion del polipéptido (R, Ry y §)

Enzimos y cofeclores especificos necesorios paro lo eliminucion de los
residuos iniciodores y de las secuencios conductoros de sefulizacion , paro
lo modificacion de los residuos terminoles, para lo union de grupos
prostéticos del enzima, y paro lo modificacion covalente de grupos R de
aminodcidos especiicos, por union de grupos fosfolo, metilo, carboxilo.

FUENTE. LEHNINGER,1991

251



Miriam ANarez Volasco ‘ 7.8iologia Molecuisr

7.4.3.1. CODIGO GENETICO

Sequidomente se vo onalizar el modo mediante el cuol el lenguaje de cuotra letras del DNA se
traduce en ¢l lenguaje de veinte letras de los proteings, Coda ominadcido esta codificado, por tres
restos nucleotidicos del DNA. Si los 4 boses se toman en grupos de 3, orignan 4'=64
cambinaciones distintas. (27)

£l codigo genético tiene alqunos caracteristicas nalables (fig. 7-56).

En primer lugar, debe indicarse que 3 de los 64 tripletes nucleotidicas posibles (UAGUM y UGA) no
codifican a ninquno de los ominodcidas canocidos; son los denominadas codones sin_sentido,

Lo sequnda caracteristica principal reside en el hecho de que los vocablos del codigo eminodcido
son idénticos en lodos los especies que han sido invesligados, que incluyen o los seres humanos, o

£.coli, o lo plonto del tobaco y a los anfibios, entre otras muchas especies, osi como en los

genomas viroles. (1)
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E) codigo genético,
Primers ' Tercers
posiién posicidn
{oxtremo 8') Segunds posicion (extremo 3')
) C A G
Phe Ser Tyr Cys
Phe | Ser Tyr Cys
v Leu | Ser | Lindg: &Z
Leu Ser | WY | Top

Leu Pro His Arg
Leu Pro His Arg
C Lov Pro Gin Arg
Leu Pro Gin Arg

lle The Asn Ser
llo The Asn Ser
A o, | T | Lys | A
x_w Thr lys | Arg
Vel Ale Asp Gly
Vel Als Asp Gly
G Val Als Glu Gly
] Vel Ale Glu Gly

LErocijo»oclo»roc o» oc

Figura 7-66  Los codones estin escritos en la direccion §' =53, Existen tres codones de terminacion
denominados por la palabra “stop” y el coddn de iniciacién estd formado por la secuencia AUG,
Obsérvese que todos los aminodcidos, excepto la metionina y el triptdfano, tienen mds de un codon,
Los vocablos del codigo aminodcido, tal como se muestra en el DNA, son complementarios y
antiparalelos a los vocablos del codigo existente en el mRNAPor ejemplo, los codones de la
metionina en ¢l mRNA y en el DNA serian,

mRNA (8) AUG (3) yenel DNA (3) TAC ()

Normalmente, los codones y los anticodones se escriben de izquierda a derecha, es decir, en la
direccion 8' =3

FUENTE. LEHNINGIZ, 1991
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Hﬁ-C-CI ATP AMP +PHi N~C~ {
H H (f
Aminoicido

+ Aminoacil tRNA-sintetasa Adenosina
Adenosin 3 -OH

Aminoacil tRNA

Figura 7-57 Activacion de la biosintesis de proteinas en procariotes.
FUENTE. MATHEWS,199%0
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SEHREB

Subunidad 308

g..,,..},_ @@ Fastorss de inisiasicn

-
Do W
Q I}r% uAumom-mwlu
4 &’ AUG ¥ mMRANA ¥
or
Etapa 2 (?;J'G
- Iniciecién uua)
tRNA
[~ ®

Cosmplejo 308
de iniciscidn
5’ a’
Sitlo Peptidit Sitio Aminoaoilo
Q) . A

JLK—. @D, aor +

Compiejo de

iniviacion 708 .
cnsamblado listo
para traduccion

5

Primer  Segundo
codén  coddn

Figura 7-58 Iniciacion de 1a biosintesis de proteinas en procariotes,
FUENTE. MATHEWS,1990
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:
)

GTP-ga ~IANA @
ComplejoEF-Tu
< !
GD‘ Y m-;tha EF-Tu-GTP
GD

Bl nbosotna sete listo pars

dal sitio A ol witio P. Bl ribosurra 34
musve un codon ¢ la dereehe.

Figura 7-59 Elongacion de la biosintesis de proteinas en procariotes.
FUENTY. MATHEWS,1990
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pelipeptidica compiots "’; i m

b

RRET) FT

3

Codon de Lorminacién an
alile A,
Fustores de
Liberacion
@ + RFS, RIL, RIS

RF1 o RF2 Kniran al sille
A. RF3, GTP se suiasen on
algan oitle

3

Papiid)s Transfarnse

GOP + Q

i e
% ity »

& S i

Dlauciacion dsl Ribosonra
protisbismente te subunidsd 508

e separa primero, La ywbunidad I0H
puade yo vea disouisree dol m

» muoverss hscia of sigulenle codon AULS,

[

$ol

‘.y',,iﬁlll.
; ¥

1My

it

AR -

Subunidad 508 Bubuatded 308

Figura 7-60 Terminacion de la fraduccisn en procariotes.
TUENTE. MATHEWS.1990
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Nicleo ——

ranscrito
primario

5
Mlduucidni ¥
§ ', '

Citoplasma—

Ribosoma
Ribosoma
Proteina .
naciente Proteina
PROCARIOTA naciente

EUCARIOTA

Figura 7-61 La transcripcion y la traduccion se asocian intimamente en los procariotas, mientras
que se separan espacial y temporalmente en los eucariotas. A) En los procariotas el transcrito
primario sirve como mRNA y se utiliza inmediatamente como molde para la sintesis de proteinas, B)
En los eucariotas, los precuxsores del mRNA se maduran y empalman en el nicleo antes de sex
transportados al citosol.

FUENTE. STRVER, 1954
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Los carbohidratos san una de los cuatro closes principales de biomoléculas, los otras tres son: las
proteinas, acidos nucleicos y lipidos. Los carbohidratos constituyen lo mayor parte de la materia
organica de la tierra o causo de sus varidos funciones en todos los seres vivos. Son lo fuente
mas abundante y barata de alimentos de lo naturaleza y por lo tanto los mds consumidos por los
seres humanos {en muchos poises constituyen de 50 o 80% de lo dieta del pueblo); los
provenientes de los especies del reino vegetal son mds variados y abundanles que los del reino
onimal. Son los principales compuestos quimicos almacenadores de lo energio radionte del sol; de
hecho, lo glucosa sintetizada en las plontas por el proceso de fotosintesis representa lo materia
primo fundomental para lo fobricacion de la gran mayorio de ellos: el bigvido de corbono reacciona

con agua para formar glucoso, con el consecuente desprendimiento de oxigeno:

(GCOQ + 12H,0 === CiH;,0; + 60, + GHQO]

A su vez, medionte diversos rutos bioquimicos, este ozicar do arigen o muchos olros como lo
socarosa y lu frucloso, o bien a polimeros camo lo celulosa y el almidan, (3s)

La mayorio de los compuestas orgonicas que se encuentran en los planlos y en los animoles san
derivados de hidratos de carbono; la misma sintesis de proteinos se lleva o cabo con los

aminodcidos provenientes de fa reaccion entre hidratos de carbono y diversas sustancios
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nitrogenadas. Los ozficares simples no se suelen encontror libres en ta noturaleza, sino integrondo
polisacaridos, fos que o su vez forman parte de lo estructure firme del producto, en cuyo caso no
son digeribles, o bien como reserva energética. (3)

Existe un gran nimero de hidratos de carbono; los més conocidos son lo sacorose, lo ghucasa, el
almidon y lo celuloso; existen otros que, ounque se encuentron en menor concentracion en los
productos que consumimos dioriomente, lienen mucha importoncio debido o sus propiedodes fisicos,
quimicas y nutricianales. (3

Lo glucosa es lo forma de hidrato de corbono mas imparlante en el metabolismo de los célulos y
su oxidocion completa o COp y H,0 por media de la glucdlisis y el ciclo de Krebs genera ATP, bose
energética de los sistemas biologicos. Lo reservo de estos compuestos en los animales y en los
plontos son, respectivamente, el glicogeno y el almidon, palimeros de glucosos cuyo combustion
qenera 4 kcal/g; sin emborgo, en lo moyorio de los vegeloles siempre existe una froccion de
polisacdridas no digerible, denominada fibra crudo (vg. celulosa, pectinos y hemicelulosa), que al no
ser metabolizada par el orgonismo humano, se elimina en las heces y no produce energio. (3

Para el peolesionol en el grea de olimentos es recomendoble canocer la estructurg quimica de los
hidratos de corbono, yo que, ésto delermina su funcionalidd y los coructeristicas que repercuten
de diferente manero en los olimentos, principalmente en el sabor, lo viscosidud, lo estructura y el
color. Es decir, los propiedades de los alimentos, tonto nalurales como procesodos, dependen del

tipo de hidrato de carbono que contengan y de los reacciones en que éstos intervienen. (3
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8.2.1. FUNCION BIOLOGICA

o Las enormes contidades de almidon y de otros carbohidratos que se producen por fotosintesis
constituyen los fuentes ditimas de energio y de corbano de los células no fotosintéticas de los
animales, plontas y del mundo microbiano.

o Los carbohidratas, en formo de azicor o de almidon, representan una parte principol del
cansumo calorico total de los humanos y de la moyor parte de los formas de vido animal, osi
como de muchos microorganismos,

o £l olmidon y el glucogeno action como reserva temporal de glucoso, el combustible primordiol
parg generor energia,

o EIATP, lo unidad biologica de energia libre, es un derivado de azdcor fasforilado (ver capitulo 6)
como también lo son muches coenzimas,

o los azicores de ribosa y desoxiribosa forman porte de Yo irama estruclural del RNA y el DNA
Lo flexibilidod conformacional de los anillos de estos ozicares es importonte en el
alnacenomiento y expresion genélica. (ver copitulo 7)

o Los carbohidratos polimeros insolubles desempeiian el papel de elementos estructurales y de
soporle en los poredes celulores de los boclerios y de los plontas y en los tejidos conectivos y
los cubiertas celulores de animales,

o Diros corbohidrolos oclion como lubrificontes de los articulociones del esqueleto, como

adhesivos entre las célulos y poro conferir especificidad biolagica sobre la superficie de los

célulos onimales,

FUENTE. STRYER,1994 y LEHNINGER,1991
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$.2.2. CLASIFICACION DE CARBOHIDRATOS

hidrolisis. £1 nombre de carbohidratos se debe originalmente ol hecho de que la moyor parte de los
substancios de esta clase poseen farmulas empiricas que sugieren que son “hidratos" de carbono
en los que lo relacion de los atomos de carbono, hidrogeno y axigeno es 1:2:1. Por ejemplo, la
formula empirica de la D-glucosa es CgHi0p, que puede escribirse también (CHy0)5 o Cs(H;0);.
Aunque muchos carbohidratos corrientes se odaptan a la formulo (CH,0)n, ofras no muestran esto
relacion y algunos contienen también nitragena, fosforo o azufre. (28)

Los carbahidratos se closifican en bose a su: 1)Grado de hidrolisis, 2) No. de carbonos y 3) gpo.

funcional (aldehido o cetona, ver seccion 8.2.3.1.).

Tabla 8-1 Clasificacion General De Carbohidratos.

GRADO OC HIORGLISIS No. OF CARBONOS GRUPO FUNCIONAL
ALDEHIDO CETONA
WONOSACARIDOS 3, TRIOSAS ADOTRIOSA CETOTRIOSA
4. TETROSAS ALDOTETROSA CETOLTROSA
5. PENTOSAS ADOPENTOSA CETOPENTOSA
6. HEXOSAS ALDOHEXOSA CETOHEXOSA
OLICOSACARIOUS (e;, disacaridos) | VARABLE (CONSTITUT00S POR
CADENAS CORIAS el SACAROSA. CONSTIUIOO POR LOS
UNIDADES DE AZUCARES D~GLUCOSA Y D-FRUCTOSA
MONISACARIDOS.)
POLIGACARIDOS VARBLE (CONSTTTUIDOS POR
CADENAS LARGAS QUE
POSEEN CENIENARES O | e ALMDON, GLUCOGEND, Y CELULOSA
MILLARES DE UNIDADES DF
MONOSACARIDS).

e ——————————
FUENTE. ALBERTS, ET. AL.,1990
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Tablu 8-2 Clases Principales De Carbohidratos,

Clases.

Caracteristicos.

Monosacaridos o
ozdicores simples,

Qligosacaridos.

Polisocéridos.

(Lo polabro "sacarido” se deriva de un vocablo griego que significa azdcar).

Los /monosacdnibs estan constituidos por una sola unidod de polihidroxialdehido

o celono, £ monosocdride mos abundonte en lo naturaleza es lo D-glucosa,

ozlicar de 6 carbonos,

(Del griego oligos, "pocos") estan constituidos por codenas cortas de unidades

de manosacoridos, unidos medionte enloces covalentes. Las mas obundonles de

dstos son los déucdnibs que poseen dos unidodes de monasacorido. Es lipica

lo socoroso o azdcar dé caita, constituido por los azicores de 6-carbonos D-

glucosa y D-fruclaso, unidos por enloce covalente. Lo moyor parte de los
oligosocdridos que poseen tres o mas unidades no se hollan en forma fibre sino
que se hollon unidos como codenas loteroles o polipéptidos en los
glicoprotemas y en los praleoglicanos.

{stan constituidos por codenos largas que poseen centenores o millares de
unidodes de monosacarido. Alqunos polisacaridos toles coma lo  celubso
poseen cadenas lineales, mientras que otros, toles como el gledgeno, poseen
cadenos romificadas, Los polisacdridos mas obundontes, el afmitiny lo celuloso
del mundo vegetal, estan constituidos por unidodes de D-glucoso que se
repiten, pero se diferencion en el modo como estan unidos los unidades de D-

glucoso enlre si. Los monosacaridos y disacaridos corrientes tienen todos

nombres lerminodos en el sufijo - aso.

FUENTE. DEVLIN,1992; LEHININGER,1991 y MATHEWS, 1 990
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$.2.3. PROPIEDADES Y ESTRUCTURAS DE MONOSACARIDOS
PROPIEDADES

Las monosacaridos son solidos incoloros, cristalinos, muy solubles en ¢! agua pero insolubles en
disolventes no polores. Lo mayor parte tienen sabor dulce. (5)
Como se ha indicado antes, los monosacaridos corrientes tienen la formula empirica (CH,0)n, en
donde n=J o un ndmero mayor. €l esquelelo de los monosacridos es una codena carbonada
sencilla, con los carbonos unidos por enlace simple y que no posee romificaciones. Uno de los
dtomos de carbono esta unido par enloce doble o un atomo de oxigeno paro formar un grupo
corbonile, coda uno de los demas gtomos de carbona poseen un grupa hidroxila. (1)

6.2.3.1. FAMILIAS DE MONOSACARIDOS. ALDOSAS Y CETOSAS
Si el grupo carbonilo se hallo af extremo de lo codeno carbonada, €l monosacarido es un oldehido
y se lama glbsz, si el grupo corbonila se halla en cualquier otra posicion, el monosacarido es
ung cetana y se lloma cefosg. Los monosocaridos mds sencillos son dos de J-carbanos o trioses:
el gliceraldehido, una aldoso, y fa dihidrosiacetona, una cetosa (fig. 8-1). (s
Los manosacdrides que poseen 4, 5, 6, y 7 dtomos de corbono en sus esqueletos reciben,
respectivamente, ef nombre de /edosas; pentosas, herasas y heolosos Cada una de eflos exisle en
dos series: oldosterosus y cetolriosos, oldopentosas y cetopentosos, y osi sucesivomente. Los
hexosas, entre las que se hallo la aldohexoso, D-glucoso, y lo celohexoso, D-fructoso (fig. 8-2),
son los manosacéridos mas abundanles en lo natwaleza. Las  aldapentosas D-ribosa y 2-desoxi-

D-ribosa son componentes de los Geidos nucleicos (ver capitulo 7). (4
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0 H 0 H
\c/ \c/ f“: OH
‘ H—i—OH HO—é—H C=O
H,0H ):H,‘OH éH,OH
o-Gliceraldehido -Gliceraldehido Dihidroxiacetons
(Una aldoss) (Una aldoss) (Una cetoss)

Figura 8-1 Representacién de dos triosas.
FUENTE STRVER, 1994

' N/ GHy0H
2 H—C—OH =0
3 HO—C—H HO—'-—H
4 H—C—OH H—C—OH
5 H—C—OH H—C—OH
6 IH,OH IH,OH
o-Glucoss o-Fructoss
{Unae eldose) (Uns cetose)

Figura 8-2 Representacion de dos hexosas comuties, la D-glucosa y Ia D-fructosa,
FUENTE STRYIR,1994
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0.2.3.2. CENTROS ASIMETRICOS DE LOS MONOSACARIDOS COMUNES

Todos los monosacaridos, exceplo lo dihidroxiocetona, contienen uno o mds atomos de corbono
asimétricos o quirales y aparecen, por tonlo, en formas isdmeros Gpticomente octives. La oldoso
mas sencillo, el gliceraldehido contiene solomente un centro quiral, y por tonto, es copoz de existir
en formo de 2 isomeros oplicos diferentes que son enfre si  imagenes especulores no
superponibles (fig. 8-3). Los oldohexosos poseen 4 centros quirales y pueden existir en farma de
2'=2'=16 estereaisomeros diferentes, entre los cuales esta lo forma corriente de lo glucoso; es
decir, lo D-glucosa. Los figuros 8-4 y B8-5 muestran los estructuras de los oldosas y celosas,
respectivomente, que contienen 3, 4, 5y 6 dtomos de carbono de la serie D. (1)

Los manosacdridos corrientes que oparecen en lo noturleza (con excepcian de lo dihidroxiacetona)
son dctivos Opticomente. Lo D-glucoso, formo comin de lo glucosa en lo noturalezo, es
dextrorrotatoria, con una rotocion especifica de fa]™y= +52,7°, mientros que lo D—fruclosu, formo
comin de lo fructosa es levarratatario (fa]%= ~92,4%). Al iqual que los formos estereoisomeras
de los aminodcidos (capitulo 4), los estereoisomeras de los monosacaridos pueden relocionarse
todos con un compuesto de referencio estandor, el gliceraldehido, que tiene una formo D y una
forma L (fig. 8-3). mwﬂum_mmmumhommmim-unﬂ;z_gcnh_wglcs.
los prefijos D-_y L-se empleon pore referirse o lo configurocion del carbono quiral ings._ distonte
del plomo_de_carbono corbonilice. Cuando el grupo hidroxilo def carbono quiral mas distante se
proyecle hacio lo derecha de lo formulo de proyeccion, designa a un azicar 0 y cuando se
proyecto hacio lo izquierdg, designo o un azicor L. De modo semejonte pueden escribirse los
estructuros de todas los D-celosos de hosto 6 dlomos de carbono, todos tienen lo misma

configuracion en el atomo de carbono osimétrico mas distonte del grupo carbonilo. (27)
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D-GLICERALDEHIDO L-GLICERALDEHIDO

Figura 8-3 Estereoisdmeros del gliceraldehido.
FUENIE MATHEWS,1990

267



Airiam AN ares Velasco 0.Quimica y Metabokismo de Cerbohieratos

! HO
? HCON®
3 ZN,OH
> Qlissrsiinhide
N '/ \' Ho
4 Nfou NO{N
3 HCOHW* HCON®
¢ EN,ON én,ou
>inves oTreen
' CHO \ HO NO/ \CHO
? HCOH HOCH gou HOCH
3 HCOH L] HOCH HOCH
. HCONW® HCOW * NION“ HCOH *
s t:,on EM,OW H,0H EN,ON
o-Ridess oAmbinese >Niess oLlixese
/N /\ AN / N\
' CHO HO CHO CHO (|:MO ENO HO EHO
? HCOM HOCH HCOM HOCH HCON  HOCH . HCOM HOCH
3 HCOM HCOM HOCH HOCH HCOH HCOH HOCH HOCH
‘. HCOH HCOH HCOM HCOH HOCH HOCH HOCH HOCH
s uion' H(fOH' HCOH* HCOH?® HCOH* HJ.‘OM‘ HCOW* HCOH®
6 H,0H CH,0H H,0H CH,0H CH,0H J.‘N,ON - CH0H éH,OH
o-Aloss 0-Altross o-Qlucosa o-Manase o-Quioss o-ldoss o-Galectoss o-Taloss

figura 8-4 Relaciones estereoquimicas de las D-aldosas que contienen 3, 4, 3 y 6 dtomos de cisbono.
Estos aziicares son D-aldosas porque contienen un grupo aldehido y tienen la configuracion del D-

gliceraldehido en su centro asimétrico mas alejado del grupo casbonilo.®
TUENTE. STRVER, 1954
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Figura 8-3 Relaciones estereoquimicas de las D-cetosas que contienen 3, 4, 8y 6 Atomos de cdrbono.
Estos azucares son D-cetosas porque contienen un grupo ceto y tienen la configuracion del D-
gliceraldehido en su centro asimétrico mds alejado del grupo carbonilo.®

FUENTE. STRVIR,1994
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Cuondo dos ozicores difieren solomente en lo configuracion entorno de wn alomo de carbono
especifico, reciben el nombre de epvmeros entre si. Lo D-glucosa y lo D~manosa son epimeros
con respecto ol dtomo de carbona 2 y la D~glucosa y la D-gulactosa san epimeros con respecto

ol Gtomo de carbono 4 (fig.8-6). (s8)

D-Glucosa y D-manosa, D-Glucosa y D-galactosa,
epimeros en el carbono 2 epimeros en el carbono 4
CHO CHO CHO 1 CHO
H—C-—-OH HO—-C—H H-(It-—OH H N-—(ll-(.)ﬂ
HO—C—H HO—~C—H HO~C~H 2 HO—C—H
H—C~—O0H H~C~0H H~C—0H ¢« HO~C~—H
H—C—OH H—C—0OH H—C~—0H N-—J.'-—()H
CH,OH CHOH éu,ou 6 CH,OH
D-Glucosa b-Manosa D-Glucosa D-Galactosa

Figura 8-6 Dos epimeros de la D-glucosa.
FUENTE. LEHNINGER, 1991

8.2.3.3. LOS MONOSACARIDOS COMUNES APARECEN EN FORMA CICLICA |
En los fiquros 8-1 0 8-6 se hollan escritas los estructuros de vorios oldosos y celosas en formo
de cadena lincal, Aunque estas estrucluros son correctas pora los lriosas y los letrosas, los
monosacridos de 5 o mas otamos de corbono en su esquelelo aporecen hobitudmenle en
disolucion en forma de estructuros ciclicos o anulores en los que ¢l grupo carbonilo no se halla en
forma libre, coma en los eslrucluros citodas, sino que ha formado un enloce cavalente con uno de

las grupos hidroxilos situados o lo largo de la codena. (zs)
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Los formas predaminantes de lo glucoso y fructaso en disolucion no son los de lo cadeno abierta

sino que estas cadenos se ciclan en onillos. En general, el grupo oldehido puede reaccionar con un

olcohal poro formar un hemigeetal. (1)

0 H
/ |
R—C{ + HOR' ==R—C—OR'
H H

Aldehido  Alcohol Homiscotsl

£l aldehido del C~1 de lo forma abierta de la glucoso reacciona osi con el hidroxilo del C-5 pora
formar un hemigcetal_intramolecular, £ onillo resultonte de seis eslabones se lloma pirgndsice por

su semejanzo con el pirgno, ()

f Qrupo reducior

0 H
g CH,0H
H~—~C—OH W C—OH o
L /) M
HO~G—H o= € O ' /c§ I
H-—|C—0H HO cl—c ° Pireno
H—C—OH ,L on
H,OH \ CH,OH
p-Glucoss \ H OH
(Forma abierte) 3]

H OH
f-0-Glucopirsnoss

+ La posician del "OH" indica si el isimera es a o .
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De manera semejonte el grupo cetono puede reaccionar con un olcohol para formar un hemicelal.

R '.\ /onn
#-O 4+ HOR” = /C\

R' n’ ) o“

Cetons  Alcoha! Hemicotal

£l grupo celo del C~2 de la forma abierto de lo fructosa puede osi reaccionar con el hidroxilo del

C-5 pora formor un hemicetal intramolecular. Este anillo de cinco eslabanes se denoming

furanésico por su semejanza con el furano. (+3)

CH,0H
¢=0 uou,c/o.. CHOH  HOME o GHiOM
HO—(—H % HHO ¢ = HH o
H—C—OM N\é__"f/ “o H OH {7
—— OH H
" iu g: on Furane
oF M‘: . a-o-Fructofuranoss

{Una forma ciclica de la fructosa)

lus lormulos eslructurales de glucopiranaso y frucloluranoss san proyecciones de Haworlh, En
eslas proyecciones no se¢ muesltio explicilomente los dlomos de carbono del onillo. Ef plano
oproximado del onillo es perpendicular ol plano del popel, estando o linea gruesa del anillo mas

cerca del especlodar.
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Cuando se cicle lo glucoso se crea un nueva centra de osimetria. £l carbona-1, el dlomo de
crbona carbonilico en lo formoa de lo codena abierto, se canvierte en un centra asimétrica en lo
forma cerroda. Al cerrorse el anillo se pueden formor dos estructurs : la @-D-glucapiranoso y la
B-0-glucopiranasa. En lo serie de azicores D lo designocion @ significa que el grupo hidroxilo
unido ol C-1 queda por debajo del plano del anilo; B significa que esta por encima del plona. Al
corbono C-1 se le denomino dlomo de carbona anomérica y por ello los formos @ y B son
andmeras. (o)

Se aplica lo misma nomenclatura a los formas de la fructosa ciclodo en onillo furandsico, con la
excepcion de que @ y B se refieren o los grupos hidroxila unidas of C-2, el gtomo de carbono
onamérico de los cetosos. La fructoso forma también onifos pirondsicos. De hecha, la forma
pandsica es lo predominante en lo fructaso libre, mientras que lo furandsica es lo principol en fo

mayorio de sus derivados. (¢)
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Los ozicares de cinca crbonos, como lo D-ribosa y lo D-desoxitribosa, forman anillos

furanasicos, como se ha visto en la estructura quimico del RNA y el DNA (ver capitulo 7).

HO H
f-o-Riboturancss B-0-2-Desoxirribofuranoss

En disoluciones ocuosus, lo a-D-glucopiranoso y o B~ D-glucopiranoso se inlerconvierten o

trovés de lo forma abierlo del ozicor. Esta interconversion llamada muturrolocion fué deteclado
hoce muchos afios por lo rolacian oplico (lo rotacion de lo luz polorizadu), uno técnice
especlroscopica sensible o lo osimetria molecular, De igual farma, fos ondmeros a y B de los
fornas piranosicas y de los furandsicos de la fructoso se interconvierten o lrovés de lo forma
abierta. Algunos célulos contienen mularrolasos, enzimas que oceleran la interconversion de

020Cares aNOMENcos, (43)
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§.2.9.4. CONFORMACION ESPACIAL DE LOS ANILLOS PIRANOSICOS Y
FURANOSICOS
£ anillo pirandsico de seis eslobones no puede ser plano debido a la geomelria letroédrica de los
dlomos de corbono solurados. £n su lugar, los aniklos pirandsicos adoplan conformaciones de sillo
y de bote (fig. 8-7), Los sustitwentes de los carbonos del anilo son de dos lipos: axioles y

ecuatorioles. (o))

Forme do bew
do una piraness

Figura 8-7 Conformaciones de los anillos de piranosa en silla y bote. La forma de sills resulta

encrgéticamente mas favorecida,
FUENTE. STRVER, 1994
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Los anillos furanbsicos tumpdco son planos. Pueden doblorse de modo que cualro de sus dlomos
son practicomente coplongres y el -quinfo dtomo estd dieiudo 05 A de este plono. Esto

conformacion se conoce como /ovmg ok sobre porque recuerdo un sobre abierto con la solapo

levantada, (fig. 8-8),

Is B-0-ribess
(Fon'u [~ ondo)‘

Figura 8-8 Forma de sobre de Ia f3-D-nibosa.
TUBNIE. STRVER, {994

8.2.3.8. LOS MONOSACARIDOS SMMPLES SON REDUCTORES
Los monosacaridos reducen con faciidad o agentes oxidontes como el ferricianuro, el perdxido de
hidrogeno o el ion caprico (Cu?*) . En estos reacciones el azicar se oxida én el grupo corbonilo y
¢l ugente oxidonte se reduce. (Recuérdese que los agentes reductores son dodores de electrones y
los agentes oxidantes acepton electranes). Lo glucosa y otros azicares capoces de reducir o los
agentes oxidantes se llomun gzdcares sedictores, Esta propiedod es il en el andlisis de los
azicares. Midiendo lo cantidad de un agente oxidante que es reducido por una disolucion de aziicor
resulla posible valorar lo concentracion de aziicar. Pueden analizarse de este modo lo otina y lo
sangre pora determinar su contenido en glucosa en el diognostico de lo gadeles melllys , en lo
que ¢l nivel de lo ghicosa en lo sangre es onormalmente elevado y se produce uno excrecion

urinaria excesiva de glucosa. ()(43)
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8.2.4. PROPIEDADES Y ESTRUCTURA DE DISACARIDOS
Los disacdridos son tombién obundontes en fo noturaleza. Los disacaridos estan constituidos por
dos monosacaridos unidos entre si por covalencio. En lo mayor porle de los disacaridos el enloce
quimico que figa o fos dos unidodes de monasacaridos se lamo enbace glicosidio. y se forma
cugndo un grupo hidroxila de uno de los aziicores reacciono con ef corbono del sequndo ozicor.
Los enloces glucosidicos se hidrolizan con focilidad por los dcidos pero resisten o fo accion
hidrofitice de las boses. Asi, los disocoridos pueden hidrolizarse parg dor sus componentes

monosacaridos fibres par ebullicion con dcido diluido. ()

SACARQSA. (Azucar de mesa, se obliene comercialmenle
LOS DISACARIDOS MAS COMUNES SON: o portir de lo cofio o lo remolocho.)
LACIQSA. (Ft disacarido de lo teche.)

MALTOSA. (Procede de la hidrolisis del almidon.)

n
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R w——
(1=04) B0 Chucegimanns

@ 0-Clacapiraasll
(1-+2) f0 Proctolorsesm

Lactn

BO-Gulactopiranes
(1-4)5-0-Glucoplesacsa

Figura 8-9 Férmulas de los tres disacdridos mas abundantes: sacarosa, lactosa y maltosa, La maltosa

y 1a lactosa aqui representadas presentan el cirbono anomérico en configuracion a.
FUENTE. METHEWS, 1990
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Tabla 8-3 Propiedades De Los Tres Disacasidos Mas Comunes,

g Aéuca! constituido por glucose y fructoso. Lo formon muchas plantas pero na up(;reéé
en los onimoles superiores. En contraste con lo maltaso y lo luclosa, lo socarosa no
conliene ningin alomo de carbono anamérico libre, ya que los carbonos onomgricos de
sus dos unidudes monosacarids constituyentes se hallon unidas enlre si (fig. 8-9).
Por esto 10260 la sacarase no es un oziicar reduclor,

Los onimales no pueden absorber sacaroso como lal, pero pueden disponer de clo para
su absorcion, por la intervencion de! enzima sacargsq , también llomado invertasa . que
se halla en los célulos que recubren el infestino delgadu hidrolizando lo socorose o D-
glucosa y D-fructoso, que son facilmente absorbidos y poson a la songre,

Lo socorosa es, con venlojo, ¢l mas dulce de los tres disacaridos: comunes. Fs,
también, mas edulcorante que lo glucosa (tobla 8-4). Se ha desorrollodo un nuevo
i { proceso industrial para monufacturor un edulcorante mas dulce a partie de lo D-
glucosa . En este proceso, se hidioliza primero el almidon  pora  obtener D-
glucosa en forma de jorabe de maiz , disolucion neutra concentradu de D-glucosa. Se
dejo fluir por uno columna grande rellena de un molerial de soporle inerte, ol que se
ha unido por enlace covalente el enzima glucosq isomerosa , de diferenles procedencius
vegelales. £ enzima inmovilizado sobre el soporte inerle, cutaliza lo reaccion reversible.

U)—glucosa — D-lructosaJ

Originando una mezcla equimolor de estos 2 monagsacaridos. Como la D-fruclosa pasee

279




Miriam Averez Velasco 0.Quinvca y Metabolismo de Carbolidratos

{ACTOSA

un poder edulcorante 2,5 veces superior que lo D-glucosa {tabla 8-4), el poder

edulcorante del jorabe de moiz oumenta mucho. Este nuevo producto se emplea

| profusemente en alimentgcion, refrescas y helados,

Recientemente se ha puesto en el mercado un nuevo producto, fructosa, del 90% de
pureza, oblenida tombién por el procedimiento de lo isomerasa, para emplearlo como
edulcorante de mesa, pero su precio es el doble que el de lo sacarosa, por unidad de
peso.

Edulcarantes artificiales que no poseen ningdn valor como alimentos se han desarroliado
particulormente para pacientes obesos o diabéticos, paro quienes el exceso de consumo
de azOcor es dodino. Los edulcorantes arlificioles estimulon lus mismas papilas
qustativas de fa lenqua que son estimulados por los azdcares, pero no son empleados
como alimentos por el orgonismo. EI edulcorante artificial empleado con mas profusion
es lo sqcaring (fig. 8-10), que posee un pader edulcorante 400 veces superior ol de la
sacarosa (tablo 8-4). Otro edulcorante que en los Gltimos ofos se ha empleado can
gron frecuencia es el aspartamo (fig. 8~10), que es de 100 o 200 veces mas dulce
que lo sacorosa (tablo 8-4) y aparentemente no tiene un resabia amorgo como otros
educoranles.

£ disocdrido loctosa (fig. 8-9) que rinde D-golactoso y D-glucosa por hidrolisis,
apurece solomente en lo leche . Como posee un grupo carbonilo libre, potencioimente,
sobre el residuo de glucose, lo luctosa es un disacdrido reductor. Durante lo digestion
lo lactosu experimenta hidrolisis enzimatica por lo loctoso de los célulos de lo mucosa

intestinal. Lo loclosa no puede ser absorbida del intestino o lo carriente sanguinea o
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menos que haya experimentado primero lo hidrélisis en sus unidodes monosacdridos, fo

nclosa permonece sin ser absorbida en el tracto intestinal de los individuos intolerantes
-0 lo focloso, provocando diarrea, dolores y flujo intestinal anormal,

-{Contiene 2 residuos de 0-glucoso, unidos por un enlace glucosidico entre el alomo de
corbona 1 (el corbono anomérica) del primer residuo de glucosa y ¢l atomo de carbono
14 de lo sequndo glucoso (fig. 8-9). Los dos residuos de glucosa de lo mallosa se
#|hallon en forma de pironosa. Lo matlosa es un azticar reductor ya que posee un grupo
carbonilo fibre, potencialmente, que puede oxidarse. £l sequndo residuo de glucoso de lo
: maltosa es capaz de exislir en tormas a y B; lo formo a, que se muestra en lo figura
f 8~9, se forma por la accion del enzima gmilgsa solivar sobre el almidon. Lo maltosa
{se hidroliza, rindiendo dos moléculos de D-glucosa por lo mallasq , enzima intestin,
{que es especifico para el enlace a(1—"4). I disactrido celobiosa conliene, tarnbién

-] dos residuos de D-glucosa, pero se hallan unidos por enlace B(17"4).

FUENTE. LEHNINGER, 1 991, STRVER,1994 y ARMSTRONG, 1989
Tabla 8-4 Poder Edulcorante De Algunos Aztcares Y De La Sacarina,

Socoresa 700
Glucoso 70
Frucloso 170
Mallosa 30
Lactosa 16
Socaring 40000
Aspurlamo 10000-20000
R PAPUT593 ¥ IHINGLT391
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Figura 8-10  Estructura quimica de dos edulcorantes empleados frecuentemente. a) Sacarina,
edulcorante artificial sin valor alimenticio, b} Aspartamo, que es el éster metilico del dipéptido L-
aspantil-L-fenilalanina y consecuentemente, se metaboliza como cualquier otro péptido, generando
dos aminodcidos. Su empleo se ha difundido mucho en fa dltima década, sobre todo en la industria
de las bebidas refrescantes bajas en calorias. El problema que presenta su consuio es que algunas
personas a las que se les Hama fenilcetoniricos son intolerantes a concentraciones elevadas de
fenilalanina porque tienen una deficiencia de la enzima hidroxilasa de la fenilalanina o de sus
derivados, en la sangre provoca una mielizacion deficiente del cercbo, y en consecuencia, un
retraso mental. (s

FUENTE BADU, 1993 Y LEHNINGER, 1998

En lo noturaleza los monasacdridos son de to serie D, se ho comprobado que dlgunos de la serie L
tienen un poder edulcarante semejonte ol de las primeros, pera con lo gran ventojo que no
producen calorias porque no son melabolizados. (3)
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8.2.5. PROPIEDADES Y ESTRUCTURAS DE LOS PRINCIPALES

POLISACARIDOS
la moyor parle de los carbohidralos que se encuentran en lo noluralezo aparecen como
polisactridos de peso molecular elevado. Alqunos polisacridos desempefion biolbgicamente el papel
de formos de resevo de los monosocaridos mienlros que olros action como  elementos
estructurales en los poredes celulares y en los tejidos conectivos. Por hidrofisis complela, mediante
enzimas especificos a con dcidos, los polisacdridos rinden monosacdridos o sus derivados,
Los polisucaridos Namados también glucanos, difieren en lo- noturdlezo de sus unidodes

monosactridas, en la longilud de sus codenas y en el grado de ramificacion. (g2

Homagoolsacdndps que contienen un solo tipo de
unidad monomérica. Ejemplo el
EXISTEN DOS CLASES DE GLUCANQS ' carbohidralo de reservo "olmidon”,
que contiene solomente unidodes de
0-glucosa.
Lelerapolisacindos que contienen dos clases dilerentes
| de unidades menoméricas. £jemplo el

ficido hialuronico, def lejido conectivo,

que conliene residuos alleranantes de

dos unidades de aziicar.

FUENTE. DEVLIN,1992 Y LEHNINGER, 1991
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(

LOS POLISACARIDOS DE RESERVA MAS
IMPORTANTES EN LA NATURALEZA SON:

\_

£L ALMODON. Caracteristica de los célulos de las \

plantas.

EL GLUCOGEND. Caracteristico en las células animales

EL PRINCIPAL POLISACARIDO ESTRUCTURAL amoeeep LA CELULOSA,

DE LAS PLANTAS ES:
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Tabla 8-5 Caracteristicas De Los Principales Polisaciridos Estructurales Y De Reserva.

0 |Los célulos onimales olmacenan glucosa en forma de glucogeno. E! glucbgeno es un
polisacarido ramificado, de lo D-glucosa. Lo moyorio de los unidades de glucosa del
glucageno estan unidos por enlace a{1~» 4) glicosidicos. Los ramificaciones se formon
por enlaces a(+» 6) glicosidicos y aparecen en una de coda diez unidodes de glucoso
(fig. 8-11). Eslos tomificaciones siven para aumentar lo solubilidad del glucogeno y
facilitan lo fiberacion de unidades de glucosa. Ef glucogeno es especialmente abundonte
en el higodo, en donde puede alcanzar hasta el 7% del peso himedo; se halla presente,
tombién, en el musculo esquekético. En los células hepdticos el glucageno se encuentra
en granulos grandes, que eston compuestos de gronulos menores que, o su vez, son
moléculos de glucogeno muy romificadas, con un peso moleculor de vorios millones.
Estos granulos de glucogeno hepdtico contienen, tombién, unidos en forma muy intimo,

los enzimos respansables de lo sintesis del glucagena y de su degradacion.

*|Lo reserva nutricional de los plontas es el almidon. I olmidan obunda especialmente en
7 |las tubérculas, tales como lo potato, y en los semillos, especialmente en el moiz, pero

{10 copacidad de sintelizr olmidan lo poseen los célulos de muchas plontas, EI almidon

conliene dos clases de polimero de glucoso, w-amilosg y amilopecting. E1. primero esld
conslituido por cadenas de unidades de D-glucoso, lorgas y sin romificor con uniones

* {a(1 ™ 4). Estas codenas exhiben pesos maleculores variables, que oscilon desde unas

‘ millores hosta 500000, Lo omilopecting tiene, también un peso moleculor elevado pero

estd uy romificodo (fig. 8-12). Los enloces glucosidicos que montienen unidos los

tesiduos sucesivos de qlucoso en los cadenas de omilapectina son enlaces (! — 4),
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pero en los puntos de ramificacian se establecen enlaces a (1~ 6) , Lo forma

| romificada (1= 6), aporece cada treinta enloces a (1= 4), de modo que es
| semejante ol glucogeno exceplo en que presenta menor grado de ramificacion.
|Mas de lo mitod de los carbohidratos ingeridos por el hombre son almidon. Tanto lo
amilopecting como la amilesa son hidrolizados rapidamente por el enzimo e« -amilase,
secretado por los glandulos salivales y el pancreos. Lo a-omilosa hidroliza los enlaces
{a(l — 4), internos, originondo maltosa, maltotriosa y a~dextrings, La mallosa consla
de dos unidades de qlucosa unidas por enlace ae(! > 4), y lo maltotriosa consta de
tres unidodes unidodes del mismo modo. Lo a-dextring esta formada por varics
glucosas unidus por enloces a(l—s4) y a{l —6). Lo mallosa y lo maltotriosa se
hidrolizan a glucosa por occion de lo moltasa, mientras que lo a-dextring se hidroliza o
1qlucosa por lo a-dextrinosa. La malta conliene un enzima distinto , llamodo p-
omilosa, que hidrolizu ¢l almidon hosta malloso por eliminacion secuenciol de

| fragmentos de disacdrido, o portir de los extremos no reductores.

Un polisucarido de reserva de los levoduras y bacterios, lambién contiene dnicamente
residuos de glucosa, pero se diferencia del glucogeno y del almidon en que estan unidos
{por enloces @-1,6 de forma cosi exclusiva. Seqin los especies de seres vivos se

forman romificaciones acusionales con enloces a~1,2, a-1,3 0 a-1.4.

14 Los polisactridos estructurales proporcionan proteccion, forma y y soporte a los célulos,
0 los lejidos o o los organos. Existen muchos polisuctridos estructurales diferentes. Lo
celulosa cumple funciones estructurales en vez de nulritivas.

La celulosa, es una substoncie fibroso, resistente, insoluble en el ague; se encuentra en
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as poredes celulores pratectoras de los plantas, particularmente en los lallos, troncos y

en todos los parciones lefiosas de los tejidos de los plantos. Lo celulosg es no
solomente el polisacdrido_estructurol extracelulr mas cbundante del mundo vegetal,
sino que también es fo mds abundonte de todas los biomoléculos, de los animales o de
los plontos. Los proteinos son, por supuesto, los mocromaléculos introcelulores mas
obundontes.

Lo celulosa es un homapalisacdrido lineal, no ramificada, constituida por 10000 o mds
unidodes de D-glucosa unidos por enlaces 17 4 glucosidicos, podria parecer que es

semejonte o lo omiloso y o los codenas principoles de! glucageno. Existe una diferencia

muy importante : en lo celulosa los enloces t—» 4 se hallan en configuracion B,
mientras que en lo omiloso, la omilopectina y en el glucogeno, los enloces 1 —» 4 son
Esto diferencio entre los estructuras de lo omiloso y de lo celuloso, liene por
resultado que se originan estructuras poliméricos de propiedades muy diferentes (ﬁ(j.
'|8-13). Gracios q lo geometria de sus enloces a(1 — 4), los cadenas principales de
unidodes de D-glucosa en el glucogena y en el olmidon, tienden o adoplar uno
| conformacion arrollada , helicoidal, lo que favorece lo formacion de granulos densas,
observada en muchas célulos onimales y de plontas. Los enloces a{t=> 4) dell -
glucéqeno'y de! olmidan se hidrolizan con facilidod por lo e-amilasu en el traclo
intestinal de los vertebrados y lo D-glucosa osi formada es absarbida y empleada como
combustible rica en energia. Por otra parte, debido o sus enlaces B, los cadenas de N-
glucoso de lo célulo odoplon una conformacion extendida y experimenton ung

agreqocion laterol constituyendo fibrillos insolubles (fig. 8-13).Los enloces B (1 —» 4)
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de la celulosa no son hidralizados par los a—amilasas. Como el tracto intestnal de los

vertebrodos na segrego ningiin enzimo capaz de hidrolizar lo celulosa, ésta no puede
digerirse, sus unidodes de D-glucoso na son asequibles para lo alimentacion en lo
mayor parte de los arganismas superiares. Los dnicos vertebrados copaces de emplear
lo celuloso camo olimenta san el gonada vacuna y atros animoles rumisntes (ovejo,
cabro, comello, jirafa), que lo hacen de manera muy indirecta. Gran parte del volumen
abdaminal y 15% del peso total de una vaco estan ocupados por su serie de cuotro
estomagos. Los dos primeras, que constituyen el rumen, contienen microarganismos que
segregon celuloso y degrodon la celulosa para dar D-glucoso, que fermenta o deidos

grasas de cadeno carto, dioxido de carbona y gas metano (CHy).

Qutina  [Los canchas insolubles y duras, o exaesquelelos de los longostos, cangrejos y muchos|
insectas, estan constituidos, en su mayor parte, par quiting, polisacdridoe estructural que
es un polimero lineal de lo N-ocetil-D-glucosaming, con uniones B. El entramodo de
quitino de los caparazones de lo langosta y del congrejo esta impregnodo y endurecido

con carbonato de calcio,

FUENTL. LEVININGER, 1991, MATHEWS, 1990 y STRYIR,1994
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Figura 8-11 Una rama de glucigeno se forma mediante un enlace a-1,6-glicosidico.

FUENTE. STRYER, 1994
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Figura 8-12 Amilosa y amilopectina, polisaciridos del almidén.

a) Amiloss, b) Amilopectina. Cada circulo representa un residuo de glucosa. ¢) Estructura de un

punto de ramificacion.
FUENTE. LEHNINGER,1991
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Figura 8-13 Estructura de la celulosa y diferencia en las conformaciones adoptadas por las cadenas
de celulosa con enlace B(I™> 4) y las cadenas de almidon y de glucdgeno con enlaces a(1™ 4),
a)Cadenas de celulosa, b) Las cadenas de celulosa paralelas se mantienen reunidas mediante enlaces
transversales de hidrégeno.. c)Segmentos de dos cadenas de celulosa paralelas mostrando la
configuracion real de los residuos de D-glucosa y los enlaces de hidrdgeno transversales. d) Dibujo
de un segmento de amilosa, Los enlaces de 1a amilosa , amilopectina y glucégeno provocan que la
cadena adopte una estructura helicoidal apretada, en la que muchos de los grupos hidroxilo se

hallan orientados hacia el exterior.
FUENTY, LEUNINGIR,1991 Y MATHEWS,1990
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8.3.1. METABOLISMO DEL GLUCOGENO
8.3.1.1. GLUCOGENES!S

En 1957, Luis Leloir y sus colabaradores, demostraron que el glucogeno se sintetiza por una vig
que uliliza uriding difosfato glucosa {UDP-Glucosa). (2

La UDP-glucosa, el dador de glucosa en fa biosintesis de glucdgeno, es una /e activach ok fo
glucosg, £ Glomo C-1 de lo unidad glucosilo de la UDP-glucoso estd activodo, puesto que su
grupo hidroxilo estd esterificado con ef difosfato del UDP, (43)

Lo UDP-glucosa se sinteliza o porltir de glucoso-1-fosfolo y uriding trifosfoto (UTP) en uno
reaccion catolizada por lo  LOP-glucosa pirafostoridasa. B! pirofosfoto liberado en esto reaccion

procede de los dos residuos fosfarilo externos del UTP. ()

HOCH; HOCH,
O H H H
g“ H (fl) it (ﬁ’ ‘l:l, P—— OH H (l? (lf P !
O—-T-O'o 'O-P—O—KI’—O r“O Undna  ame HO) 0--'"*0—'l =0~ Undina 4 ph
OH o - O O H OH o .
Qlussee-14eaiato VOP-giucess

Esta reaccion es faciimente reversible. Sin embargo, el pirofosfato es hidrolizodo rapidomente in
vivo hasta ortofosfato par una pirofosfatasa ingrganica. La hidrdlisis esencialmente irreversible del

pirofosfoto dirige lo sintesis de UDP-glucosa. ()
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Figura 8-14 La sintesis de glucdgeno sigue una via diferente, La UDP-glucosa, el intermediario
activado en la sintesis del glucogeno, se forma a partir de glucosa-1-fosfato y UTP. La glucdgeno
sintasa cataliza la transferencia de glucosa desde la UDP-glucosa hasta el grupo hidroxilo del C-4 de
un residuo terminal, situado en la molécula de glucdgeno en crecimiento. La sintesis de glucdgeno es
iniciada por la glucogenina, una proteina capaz de autoglucosilarse y que contiene un oligosacdrido
unido covalentemente a un residuo especifico de tirosina, La glucdgeno sintasa slo es activa cuando
esta asociada con la glucogenina, lo que sirve para limitar el tamafio de los granulos de glucogeno.
Un enzima ramificante convierte algunos de los enlaces o.-1,4 en enlaces a-1,6 para aumentar el

niimero de glucosas terminales, de modo que el glucdgeno pueda degradarse con mayor rapidez.
FUENTY. LEHNINGER,1 993 y STRYER, 1994
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8.3.1.2. GLUCQGENOUSIS

La mayor parle de los moléculas de glucdgeno se degradan hasta glucosa-1-fosfalo por accion de
la fosforilasa. £l enlace glucosidico entre el C-1 de un residuo terminal y el C-4 del odyacente se
rompe medionte el ortofosfato para dor glucosa-1-fosfato, que puede convertirse reversiblemente
en glucosa-6-fosfato. EI piridoxal fosfato, un derivado de la vitamina Bg, purlicipo en lo ruptura
fosforolitica del glucbgeno, Los puntos de ramificacian son degradados por la accion concertada de
uno oligosacarido Lransferaso y una a-1,6 qlucosidosa. Este Glimo enzima (conocido también
como enzima desramificante) cotaliza lo hidrdlisis de los enlaces a-1,6, originando glucosa libre,

Lo sintesis y degrodacion del gluc()qenov son conlrolodas coordialmente por varias coscados
amplificadoras de reacciones. Lo glucogeno sintaso o sintetasa permanece inuctiva euando lo
fosforilosa es acliva, y viceversa, Lo odrencling y el glucogon estimulon lo degradacion del
glucogeno e inhiben su sintesis por incremento del nivel citosolico de AMP éielico. el cual activa a lo
proteino quinasa A (PKA). La fosforiloss quinasa se vuelve mas acliva, mientras que lo glucogeno
sintasa resulta menos acliva, cuando ambas son fosforiladas por la PKA Los niveles clevados de
Ca® citosolico actian directamente sobre lo fosforilosa quinose, activandolo. Esle enzima contiene
calmoduline como una de sus subunidades inlegrantes. Asi pues, lo contraccion musculor y los

hormonas que movilizan el calcio provocan lo degradacion del glucogeno. (12)ze)(a3)
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Figura 8-13 a) Regulacion de la actividad de la sintetasa del glucégeno por su fosforilacion
enzimitica y desfosforilacion. La propia proteinquinasa aparece en dos fonmas, activa e inactiva,
cuya relacion se haila regulada hormonalmente, b) Regulacién reciprocs de Is sintetasa del
glucogeno y de la fosforilasa del glucogeno por fosforilacion y desfosforilacion, Los grupos de serina
fosforilados estén indicados por -O(P)

FUENTE. LEHNINGIR, 1991
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8.3.2. GLUCONEOGENESIS

Lo gluconeogénesis es cl proceso medionte el cual se do lo formacion de glucosa o partir de
uentes no glicidicas. (z7)(s)4)

Lo gluconeogénesis liene lugar en el higado principalmente y en el rifon; y oyuda a mantener ¢l
nivel de glucosa senguineo de modo que el cerebro y el misculo puedan extraer suficiente glucasa
para atender sus demandas metabblicas, (26)(30)

Glucasa on Sangrs Glucoproteinas Mros Menosacdridos

Sacarven

Clucégene Disactridos

Figura 8-16 La
ruta que conduce
desde el fosfoenolpiruvato al G-fosfato de glucosa es compartida por nuchos precursores diferentes
para su conversidn biosintética en diversos carbohidratos en los tejidos animales y vegetales.

FUENTE. LLIININGER,1993
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Figura 8-17 Rutas opuestas de la glucolisis y de la gluconeogénesis en el higado de rata.
FUENTE. LEHNINGER,1993
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8.3.3. VIA DE OXIDACION DIRECTA (CICLO DE PENTOSAS)

En el capitulo 6 se trato la glicolisis, el ciclo del acido citrico y lo fosforilacion oxidativa, estos
temas se refiricron principalmente o lo generacion de ATP; partiendo de lo glucosa como
combustible, Ahora trataremos de la generacion de un lipo diferente de energio metabalica, o saber,
el poder reductar. La unidod del poder reductor mas asequible en los célulos es el NADPH. Hay una
disntincion fundamental entre el NADPH y el NADH (ademas del grupo fosforilo), en lo mayoria de
los reaccianes bioquimicas. EI NADH se oxida por la codena respiratoria para generar ATP, mientras
que el NADPH sirve cama dador de electrones (dadar de ion hidruro) en los biosintesis reductoras.

En lo via de las pentosas fosfalo, el NADPH se qenera cuando lo glucosa-6-fosfoto se oxida hasto
ribosa-5-fosfato, Este azicar de cinco corbonos y sus derivados son companentes de

biomoléculos importantes tales como el ATP, CoA, NAD*, FAD, RNA y DNA. (1z)znias)

(Gluwso—ﬁ—fosfnlo + INADP + H0—, ribosa-5-fostata + 2 NADPH + 2H' + COzJ

Lo via de los pentosos fosfolo cotaliza también o interconversion de azdcares de tres, cuatro,
cinco, seis y siele carbanos en una serie de reacciones no oxidativas. Todos estos reacciones
tienen lugar en ¢l cilosal. En los plantas, parte de la via de los pentasos fosfato porticipa también
en lo formacion de hexosos a partir de CO, en la folosintesis. La via de las pentosos fosfalo se
denomina o veces shunt de las penlosas, via de las hexosos monafosfato o via oxidativa del fosfo

gluconato, (e3)
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FUENTE. LEHNINGER, 1993
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Figura 8-19 Cuatro modalidades de la via de las pentosas fosfato, Los productos principales estin

representados en recuadros,
FUDNE. STRVER,19%4
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En copilulos onteriores se han examinado varios componentes imporianles de los céllus: ogua,
proleings, enzimas y carbohidralos. Existe todavia otra familia de biomoléculas, los lipidos.

La palbra lipido proviene del griego lipos, que significa graso y cuya aplicacion no ha sido bien
estoblecida. (3

Los lipidos desempenan muéhos funciones en los tejidos; ademas de que son una fuente energética
importante (cada gramo genera 9kcal), muchos de ellos cumplen una actividad biologico.

La clase de lipidos mos obundontes son las grasas o triglicéridos que son o forma de ulmacenu.r
energia quimica mas importartonle de lo mayor parte de los orgonismos. (3)

Los grasas y los oceiles san los principales lipidos que se encuentran en los alimentos
contribuyendo a lo textura y en general o los propiedodes sensoricles del producto. Las principoles
fuenles son los tejidos onimales y los semillas oleaginosas, yo que los (rutas y los hortolizas
presentan normalmente muy bojos concentraciones, con algunas excepciones como el aguacate, los

aceitunos y alqunos tipos de nueces. (3)
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9.2.1. DEFINICION

Lo polabra lipido, originaimente, de definio como “una substancia organica insoluble en agua", pero
soluble en disolventes “no polores" u organicos, toles como el clorofarmo, hexono y éter de
petroleo, bojo esta consideracion de solubifidod, hay muchos otros compuestos, como terpenos y
corotenoides que tombién estan incluidos. Sin embargo, olgunos autores contemplan como lipido
solo oqueflos moléculos que son derivados reales o potenciales de los dcidos grosos y substancios
relacionodus, con lo cual se excluyen terpenos, carotenaides y colesterol, pera no los ésteres de
este {ftimo. Segin esto sequndo definicion, los aceites y las grosas se cansideran por antonomasia
coma lipidos. {z7)

A pesar de los discreponcios que existen sobre lo naturaleza quimica de los lipidos, la_clasiticacion
con base en lo solublided es lo mis vigente . Es un qupo de compuestos generalmente
constituidos par carbono, hidrégeno y oxigeno, que integran codenas hidfacarbonadas olifaticas o

aromaticas, aunque en ocasiones tombién contienen fosforo y nitrbgeno, ()

} Parte polar, "Hidrofilice"
Parte no palor.Codena hidrocarboneda
“Hidrofobica"

Figura 9-1 Estructura general de un lipido,
FUENTE. MATHEWS, 1 990
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9.2.2. FUNCION BIOLOGICA

e Servir como una forma fundamental de almacenamiento de carbono y energia.

o Unos son porle estructural de las membranas celulores y de los sistemas de tronsporte de
diversos nutrimentos.

e También aclion como aislantes nolurales en el hombre y en los animoles ya que, por ser pobres
conductores del calor, €l tejido adiposo mantiene estable lo temperatura del orgonismo.

e Como aislontes que previenen choques 1érmicos, eléctricos y fisicos.

o Como recubrimientos protectores que evitan infecciones y pérdidos o entrados excesivos de
agua.

o Olros son vitominas y hormonas,

e Algunos san pigmentos, etc.

FUENTY. STRYER,1994

9.2.3. CLASIFICACION DE LIPIDOS
[xisten diversas clasificaciones pero lodes ellos se bason en alquno de los propiedudes fisicos o
quimicos que los coracterizon, Lo closificocian mds comin es lo que se bosa en su estructuro

quimico {lobla 9-1) .
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Tabla 9-1 Clases Principales De Lipidos.

Closes.

Coracteristicas.

Lipidos simplg's_;*‘ o

o Grosos y aceites.
o Ceros

Lipidos compuestos.

° FoSfoocilquicérole:s (f§sf§§licéridés):
. Es_ﬁ‘nqom.ieﬁods"li‘ S
o Cobrisidos

o Gangliosidos

. Lipoproleino§ o

Lipidos derivodos

. Esteroides |

o Prostaglondinas

o Leucolrienos

o Vilaminas lipisolubles (ADEK)

- San materiales que sola incluyen ésleres de acidos grosos y

un alcohal. Su hidrolisis genera:
Glicerol + acidos grosos
Alcohol + dcidos grasos(ambos de cadena larga)

Son diversos materiales que contienen olras substancios

ademas de un alcohol y dcidos grosos. Su hidrolisis genera:

Glicerol + Gcidos grasos + HPOZ™ + olras formas de HOR

. |Esfingosina + acido grasa + HPO + colina

Esfingasina + acido grasa + azicares simples

Esfingosina + dcido grasa + 2-6 azicares simples, uno de
los cuales es acido sidlico.

Son los que na se pueden clasificar . definitivamente camo

simples o compuestas.

FUENTE. BONINSKI, 1991
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9.2.4. PROPIEDADES DE ACIDOS GRASOS SATURADOS E INSATURADOS
9.2.4.1. ACIDOS GRASOS

Los acidos grasos son companentes silores caracteristicos, de la mayor parte de los lipidos. Los
dcidos grasos san Geidos organicos de cadena largo que poseen desde 4 o 24 dlomos de carbono,
tienen un solo grupo corbaxilo y una “cola” prolongada no palar hidracarbonada (fig.9-1), que
confiere o lo mayor porte de los lipidos su noturalezo de insolubles en el agua y su ospecla y
consistencio grososa u oleaginosa. Se han aislodo muchos closes de dcidos qrasos diferenles de
los lipidos de diversas especics, Difieren unos de alros en lo longitud de la codena y en lo
presencio, en el nimero y en lo posician de sus enloces dables; algunos acidos grasos poseen
también romificacianes conslituidos por grupos melilo. Lo fiqura 9-2 y lo tablo 9-2 dan los
estructuras de algunos deidos grasos importontes que se encuentran en los lipidos que se hallon en
lo naturoleza. (nayan)

9.2.4.2, SATURACION E INSATURACION
Cosi todos los dcidos grosos noturales poseen un nimero par de alomos de carbono, los que
paseen 16 o 18 dtomos de carbono son los mas abundontes. Lo largo cnder;u hidrocarbonado
puede hollarse completomente “soturada™; es decir, contiene solo enloces simples o puede ser
insaturada, con uno o mas enlaces dobles. En general, los acidos grasos insolurados son dos veces
mas obundantes que los dcidos grasos saturados, tanto en los lipidos de los plontas como en loy
de los onimoles. En lo moyor parte de los acidos grosos insaturados existe un enloce doble
(representado por A?) entre los alomos de carbano 9 y 10. Cuando exislen dos o mas enloces

dobles, éslos estan separados casi siempre por un solo grupo metileno; es decir:
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~CH = CH-CHp-CH = CH-
y  =CH = CH-CHp-CH = CH~CHy-CH = CH-

En fos acidos insoturodos, los enlaces dobles casi siempre tienen confiquracion cis, que produce
uno desviacion rigid de lo codeano olifatico (fig. 9-2).

Los dcides grosos selurodos, comprendidos enlre C12 y (24, son solidos que poseen uno
cansistencia cérea; por olra porte, fos acidos grases no solurados son liquidos aceftosos o la
temperatura del cuerpo. (iizn

Los abundontes enlaces opolores C-C y C-H de lo codeno de hidrocarburos confieren bostonte
opolorided a lo moléculo entera, incluso o pesor de que existe un grupo polor COOH, Desde luego,
cualquier sustoncio formoda en pare por uno o mas acidos grasos es opolar en gran medido,
Ademas de explicar la insolubilidad de los lipidos en agua, la apolaridud de los cadenos de dcidos

grosos lambién es importante pare aprecior el ensomblaje de fos fipidos en las biomembrongs. (k)
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Acido estedrico Acldo oleico
(a) (b)

Figura 9-2 Dos dcidos grasos corrientes, mostrados con sus formulas estructurales y en forma de
modelos espaciales compactos. a) Aunque el dcido estedrico aparece en su forma extendida, no es
una molécula lineal rigida. Debido a su enlace simple puede girar libremente; la cola de los dcidos
grasos saturados puede adoptar muchas conformaciones diferentes y por tanto es flexible, y
oscilante. b) En el dcido oleico, sin embargo, el enlace doble en posicion cis introduce una desviacion
rigida en la cola del hidrocarburo. Todos los demds enlaces simples de la cola, poseen por tanto,
libertad para girar.

FUENTE. MATIIEWS,1990

306



Mirfam Avarez Veolasco S.Qumica y Meteboksma deLipidos

Tabla 9-2 Algunos Acidos Grasos Que Aparecen En La Naturaleza,

Aomos de Estructura Nombre sistematico ~ Nombre  Plo. fus,
corbono trwviol °C
Acidos grasos
soturados
4 CHy{CH,),CO0H n-Butanoico Butiico  -59
6 CHy(CH,),COOH n-Hexanoico Caproico =34
8 CHy{CH,)sCOOH n-Oclanoico Copriico 167
12 CHy{(CHy),4COOH n-Dodecanoico  Ac, ladricor 44,2
14 CHy(CHy)i,COOH n-Telradeconoico  Miristicor 539
16 CHy{(CHy) COOM n-Hexodecanoico  Polmiticor 63,1
18 CHy(CHy)16COOH n-Octodecongico  Estedricor 69,6
20 CHy(CH,),aCOOH n-ficosancico ~ Aroquidico 76,5
24 CHy{CHy)2COOH n-Tetracosanoico  Lignocérico 86,0
*Acidos grasos saturados mds comunes en alimentos.
Aomos de Estructura Nombre triviel  Plo. fus,
corbang °c
Acidos grasos insoturados
16 CHy(CHy)sCH = CH{CH,),COOH ' Palmitoleico -05

18 CHy(CHy),CH=CH(CH,);COOH Oleico 134

18 CHy(CHy)\CH=CHCHCH=CH(CH,);COOH Linoleico -5
18 CH,CH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH{CH,),CO0H Linolénico -1
20 OHYCH)CH=OHCHCH=CHCH,CH=CHOHCH=CHCH)C00  Araquidanico -495

FUENTE. BADUL1993, V LEHNINGER, 1993
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9.2.8. PROPIEDADES DE LAS GRASAS Y LOS ACEITES

Los lipidos mas abundontes y sencillos que contienen dcidos grosos como sillores constituyentes
son los duzciplicenis, designados frecuentemente con los nombres de grasas grasas. eulias o
Luglicémdos... Los trieilglicéridos son ésteres del olcohol glicering, con tres moléculos de cido
graso (ig. 9-3); son los componentes principoles del deposito groso o grosa de reservo en los
célulos onimoles y de los plantas, pero no se encuentran normalmente en los membranas.
Obsérvese que los triucilglicéridos no son polares, son moléculas hidrofobicas y no contienen grupos

funcionales can corgo o de poloridad elevada. (aras)

Glicerina

I

e
e
CIZH.
H HH f“
Hf‘él— L(!’—-H H, é CH,
H QH OH H, |H. tf
Glicerina Reslduos N
[, ?H' |
de paimitoilo CH, ?H, o,
Estruciura general CH |
de los triacilglicéridos; Ry, Ry y R, d | J ?"
son las colas hidrocarbonadas 1 H, CH,
de los tres dcidoy grasos. i
s IH' h
CH, CH,
b,
L CHy é"a CH,

Tripalmitina

Figura 9-3 Glicerina y estructura general de los triacilglicéridos
FUENTE. LEHNINGAR, 1991
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Tabla 9-3 Tipos De Triacilgliceridos Que Dependen De La Identidad Y De La Pasicion De Los Tres
Acidos Grasos Componentes Que Esterifican A La Glicerina,

Triacilglicéridos simples.

|Los que contienen una solo
close de cido graso en los

tres posiciones y se designan

segin el ocido groso que

contienen.

Son ejemplos la triestearoilglicerin

(triestearina)s, o tripalmitoiglicering
(tripalmitina)e y o triolelglicerina
{trioleina)s, que contienen el dcido
estedrico, el dcido palmitico y el acido

oleica,

Triocilqlicé_ridos s

San oquellos que contienen
dos o mds dcidos grasos

diferentes.

Son ejemplo, lo moyor parte de las
grases naturales, toles como el aceite
de olivo, lo monteca y otras grosos
comestibles, son mezclas complejos
de triocilqlicéridos simples y mixtas,
que contienen una variedod de Gcidos
grosos, que dilieren en su longitud de
cadeno y en el grado de soturgcion

(tablo 9-4).

* Nombre trivial.

TUENTE, LEHNINGERL1993 Y SRVIR,1994
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Los trigcilglicéridos que contienen solo ACIDOS GRASOS
SATURADOS, tales como lo triesteoring, ¢ componente
principat det sebo de buey, son solidos bloncos y grosos

¢ 1o temperotura ambiente,

CARACTERISTICAS DE LAS GRASAS Y LOS ACEITES.
Los lriacilglicéridos que conlienen solo ACIDOS GRASOS NO
SATURADOS, tales como lo trioleina, el componenle principol
def aceite de oliva, son liquidos. Lo mantequilly es una
mezcla de triocilglicésidos , algunos de los cucles poseen
cadenas de dcido con codenas relativmente cortos. Como
los dcidos grosos de codena mas corlo poseen punlos de

fusion mas bajos, confieren o lo montequill su blandura

a lo lempetatura ombiente.

TUENTE. LEHNINGIR.199¢
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Tabls 9-4  Composicion En Acidos Grasos De Tres Grasss Naturales®,

Porcentoje de dcidos grosos totol

v

M Saturodos N
C-Cyy Cu Cis Cig No soturados
Cis + Cuy
Aceite de oliva Q Q2 13 3 80
Manteco " 10 26 1 40
Groso de buey <2 <2 29 2 46

*Estas grasas estin constituidas por mezclas de triacilglicéridos que se difevencian en su composicion
en dcidos grasos y, por tanto, en sus puntos de fusién. El aceite de oliva es liquido a temperatura
ambiente y contiene gran cantidad de dcidos grasos insaturados (liquido). La grasa de buey, que es
rica en dcidos grasos saturados de cadena larga, es solida a [a temperatura ambiente. La manteca,
que contienie cantidades significativas de dcidos grasos de cadena corta, es blanda a Ia temperatura
ambiente,

FUENTE. EHNINGER, 199
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9.2.5.1. CARACTERISICAS DE LOS TRIACILGLICERIDOS

o los triacilglicéridas que aparecen en lo noturcleza son insolubles en el oquo. Poseen una
densidad inferior a la del aqua. (2)

Se disuelven con facilidad en los disolveates na polares, tales como el clocoformo, benceno o
éler, que se emplean can frecuencio para extraer los grasas de los tejidas. (2(27)

« Experimenton hidrolisis cuondo se hierven con dcidos o con bases o cuando experimentan lo
occion enzimdtico del enzima liposa, que se halla en lo secrecion vertida por el poncreos al
intestino delgado. (27)

« Los liocilglicéridos can un conlenido elevada en dcidos grosos insoturados, y que, por tanto,
son liquidas o lo temperatura ambiente, pueden convertirse quimicomente en grasos solidos por
hidrogenacian porciol de sus enluces dobles, provocondo lo conversion de olgunos de sus
enloces dobles en enloces sencillos. Cantidades qrandes de aceites vegelales, tales como aceite
de maiz, se convierten en solidos, por ejemplo Crisco, mediante esle proceso. (J)4y)

« Cuando se exponen al aire los trincilglicéridos que contienen acidos qrasos muy insolucados
tienden o experimentar un proceso complejo llomodo auta-oxiducion. El oxigeno moleculor puede

otacar o los dcidos qrasos que conlicnen dos o mos enloces dubles y rinden productos

complejos que san responsables del sabor desogradable de los grasus rancias. (27y43)

32



Miriam AN srez Velssoo 9.Quamica y Metaboliemo de Lipidos

9.2.6. PROPIEDADES DE LOS ESTEROIDES
Los lipidos que se hon comentado hasta este punta son soponificables; es decir, se hidrolizan por
calefaccion con dlcali para dor jobones de sus dcidos grosos camponentes. Los células cantienen,
tambin, lipidos insoponificables, que no contienen acidos grasos y, por ello, no pueden, formor

jabones.

ESTEROIDES

Existen dos closes de lipidos insaponificables <

TERPENOS

Los esteroides son moléculas liposolubles, complejas con cuatro anillos condensados (fig. 9-4). Los
esteroides mas abundantes son los esteroles que son olcaholes esteraides. El colesterol es el
eslerol principol en los lejidos animales. EI colesterol y sus ésteres con dcidos grusos de codeno
forge son componentes impartontes de los lipoproteinas del plosma y de lo membrona celulor
exlerna, Los membranos de los célulos de los plontos contienen atras closes de esteroles,
porticulormente estigmaslerol, que difiere del colesterol solomente en que posee un enloce doble
enlre los carbongs 22 y 23. Lo molécula del colesterol posee un grupo de cabeza polar, ¢l grupo
hidroxilo en lo posician 3. £ resto de lo malécula es una estructura no polar relotivamente rigido,

como indica la figura 3-4 (b). (12)27{)
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Acido graso

Figura 9-4 a) Colesterol, un alcohol esteroide, Se muestran la designacion de los anillos de los
esteroides y la numeracion de los ktomos de carbono, Debido a que los cuatro anillos son rigidos, la
presencia del colesterol reduce la fluidez de las membranas. El grupo hidroxilo (sombreado)
constituye la cabeza polar; el resto de 1a molécula es hidrofébico. b) Modelo espacial compacto del
colesterol. El grupo hidroxilo se halla en la parte superior. c) Ester del colesterol. Al igual que los

triacilglicéridos, los ésteres del colesterol son saponificables.
FUENTE. BOHINSKL 1992 Y LEKNINGLR,1991
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Pasemos chora ol metabolismo de los dcidos grasos, una clase de compuestos que conlienen uno

lorgo cadeno hidracarbonada y un grupo lerminal corboxiloto. Las dcidos grasos son maléculas
combustibles. Se almocenan camo triacilgliceroles que son ésteres de glicerol sin carga eléctrica, A
los lriacilgliceroles también se les llama grasos neulras o triglicéridas. ()

En los momiferos, el centro principol de ocumulocion de triacilgliceroles es el citoplasma de lus
célulos adiposas (células grases o odipocitos). Los gotitas de triacilglicerol se unen parg formor un
gran globulo que puede ocuper casi fodo el valumen celuler. Los célulos adiposos estan
especiolizados en lo sintesis y olmocenamiento de triocilglicerales y en su movilizacion como
moléculos combustibles que son transpartodos por lo songre @ olros tejidos. {12)(xs)

9.3.1. HIDROLISIS DE TRIACILGLICEROLES POR LIPASAS
£l acontecimiento iniciol en lo utilizacion de lo grasa como fuente de energic es lo hidrolisis del

triacilglicerol por los lipasas. (43)

0
0 R";(‘i
i 0
0  CH-0-C-—R, CH,OH o
1 | Lipasas | V)
R;—C-0—CH 0 +3H0 ~E e HO-CH  +Ry=C(  +3W*
CH,~0~C—R; CH,OH 0
0
Ry~—C,
0-
Triacliglicerot Glicerol  Acidos grasos
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Lo actividad de la lipasa de la célula adiposa estd requloda por hormonos. (1)

9.3.2. OXIDACION DE ACIDOS GRASOS
Los dcidos grasos se unen ol coenzima A antes de ser oxidados,
En 1949, Eugene Kennedy y Albert Lehninger demostraron que los dcidos grosos se oxidan en los
mitocondrios. Trabajos posteriores demostraron que se octivan antes de su entroda en la matriz
miloc;)ndriol. La odenosin trifosfalo (ATP) impulsa lo formacion de un enlace tioéster entre el grupo
carboxilo de un dcido groso y el grupo sulfhidrilo del CoA. Esta reaccion de activacion tiene lugor en

lo membrana externa mitacondriol, donde es cotalizoda por lo acil-CoA sintetasa. ()

L 0
R—C\ + ATP === R —C —AMP + PP, )]
o
Acido greaso Acliadeniiato
0 0

I [
R~C~—AMP + HS-CoA === R —~C—S—CoA + AMP (2)

Acli-CoA

Los acidos grosos se octivan en lo membronc externa mitacondriol y se oxiden en lo matriz
mitocondrial. Puesto que los moléculos de acil-CoA de codena largo no otraviesan facilmente lo
membrane intema mitocondriol , es necesario un mecanismo especial de transporte. Los dcidos
grasos de cadeno lorga activados son transportados a través de la. membrana interna mitocandrial

conjugados con lo carmiting , un compuesto de cardcler zwilerionico derivado de lo lising (fig. 9-5).
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; . I
R=C=5—CoA 4 HC—N=CH;~C—CHy—C(  wmm HS—CoA 4 H,C =N~ CHy=C—Cty—C{
CH, OH o G O o

Ach-CoA Carniting Achicamiting  C=0

Lo ocilcornitine actio entonces como uno  lonzadera o trovés de lo membrona interng
mitocondrial, por accion de una translocasa. (fig. 9-5).

} ! CoA

Ak CpA y
Camitina Acilcarnitina

e NI
I

Carnitina et Acutdmnlma
1 ADI-CoA" CoA

i

Figura 9-3 La entrada de acilcammitina en 1a matriz mitocondsial viene dada por una translocasa. La
camitina vuelve al lado citosdlico de 18 membrana mitocondrial intercambidndose por una
acilcamnitina,

FUENTE. STRYIR, 1994

9.3.2.1. VIA DE LA -OXIDACION
Un acil-CoA saturado se degrada medionte una secuencia repetitiva de cuatro reacciones: oxidacion
ligado o flaving adenina dinucledtido (FAD), hidratacion, oxidacion ligada ol NAD* y tiolisis por CoA
(fig. 9-6). Como resultado de estos reacciones, la cadena del acido se acorta en dos dlomos de
carbono y se genera FADH, NADH y ocetil-CoA Daovid Green, Severo Ochoa y Feodor Lynen
redlizaron ung importonte contribucion paro lo interpretacion de esto serie de reacciones conocida

como vio de la @-oxidacion, (51)
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(V)
il
R~CH;~CH; —CH; -~ C~S—CoA
ACoA

-~

1 onstecién
FADH; =~
H
{

0
i
R-CH;-(‘3=C-—C—S~C0A
N .
wane-ALEnoi-CoA

1] i
R—-CH;—C—CH;~C—-5§~CoA
¥Ceoloaci-CoA

CoA—3H \ Tiolisis

t [}
R~CH;~C~8§—CoA+ H)C—C—8~CoA

AsihCod aconedo on Acstii-CoA
408 $lomes ds sarkono

Figura 9-6 Secuencia de reacciones en la degradacion de los dcidos grasos: oxidacion, hidratacién,
oxidacion y tiolisis.
FUENTE STUVER,1994
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PARA LA OXIDACION DE LOS ACIDOS GRASOS (NSATURADOS SE REQUIEREN UNA
ISOMERASA Y UNA REDUCTASA
Muchas de lus reacciones son los mismas que para los dcidos grasos soturados. De hecho,

solamente son necesarios dos nuevos enzimas.~una isomerasa y una reductasa-pare degradar uno
omplio gama de dcidos qrasos insaturados (fig. 9~7). (eHsy)

H

-

o 0
H H I
R—-CH;-—-C=(°‘-CH1-C—~S-C0A
cie-AY-Encii-CoA

0
H 2
R-C!l;-—-CH;—-C=ﬁ—-C—S—-CoA

figura 9-7 Dos enzimas accesonios - [a 2,4-diencil-CoA reductasa y Ia cis -As-encilisomerasa-
hacen posible 1a B-oxidacion de los dcidos grasos poliinsaturados que contienen un doble enlace cis
en posicién par.
FUENTE. STRVER,1994
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9.3.. SINTESIS DE ACIDOS GRASOS

Lo sinesis de los cidos grosos no tiene lugor por lo vio inverso o lo degrodotivo. Antes bien, ,
consto de un nuevo conjunto de reacciones como ejemplo del principio de que los vias de sintesis
y de degrodocion en los seres vivos son generalmente distintas. Algunos coracteristicos

sobresalientes de lo vio paro lo biosintesis de los dcidos grosos son:

¢ Lo sintesis se produce en ¢! citosol, o diferencio de lo degrodocion, que tiene lugar en lo mobriz
mitocondrial.
¢ Los intermediorios en lo sintesis de fos dcidos grosos estan covalentemente unidos o los grupos
sulfhidrilo de uno proeina portadora de grupos ocilo (“acyl corrier protein”, ACP). mientros que
los intermediarios en la degradacion de fos dcidos grasos estan ligadas af coenzimo A,
o En los organismas superiores muchos de los enzimas de lo sintesis de los acidos grosos eston
integrodos en ung Gnica cadena polipeplidica llomado dcido graso sintetuso. Por el contrario, los
enzimos degrodativos no parecen estor osociodos entre si. i
¢ Lo codeno del dcido groso en crecimiento se alarga por lo adicion secuencial de unidades de f
dos carbonos derivadas del ocetil~CoA, £! dodor octivedo de unidodes de dos corbonos en foff
etopo de elangacion es el malonil-ACP. Lo reoccion de elangacian estd dirigido por lo
eliminacion de CO,
¢ £l reductor en lo sintesis de los dcidos grasas es el NADPH, mientros que los oxidontes en lo
degradacion de los acidos grosos son el NAD' y el FAD.
¢ Lo elongocion por el complejo dcido groso sintetoso se deliene en fo formocion def polmitofo
(Cig). La elongacion posterior y lo insercion de dobles enloces se llevo o cabo por otros
sistemos enzimalicos.

FUENTE. SRYER,1994

Lo sinlesis de tcidos grasos comienzo con Jo carboxilacion del acelif-CoA hosta mofonil-CoA. Esto

reaccion irreversible es lo etopa limitonte en lo sintesis de los acidos grasos. (ags)

o}
i N i ‘
H)C~C—S—CoA + ATP + HCO} ——» /C-‘CHZ—‘C"S'—COA+ADP+P(+H'
R -0
Aceti-CoA Malonil-CoA
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]
HC—C—8-—ACP
L

0 Il

0
. .
ACP + COy
) 1]
[l I

HyC—C—CHy—C—§ —ACP
 Acsteosli-ACP

NADPH
Reducsitn

| ]
HC—C—CH;—C—8—ACP
o3HidrosutirACP
Deshigstacién
"o
ho
H)C'—C=(|'3—C-'S—ACP

H
Crotenii-ACP
NADPH
Podccion
o : .
o
Il

HC—CH; — CH; - C—S5 —ACP
Sulirt-ACP

*

)c—cu,-—c—-s —~ACP

0o

Figura 9-8 Secuencia de reacciones en la sintesis de dcidos grasos en E_ coli :
condensacion reduccion, deshidratacién y reduccion. Los intermediarios indicados aqui se producen
en el primer ciclo de 1a sintesis, Los ciclos de elongacién continiian hasta que se forms un Cye-acil-
ACP. Este intermediario no es un sustrato para el enzima condensante, sino que se hidroliza para

producir palmitato y ACP.

FUENTE: STRYER,1994
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9.3.3.1. LAACETIL CoA CARBOXILASA EJERCE UNA FUNCION CLAVE EN
EL CONTROL DEL METAROLISMO DE LOS ACIDOS GRASOS
£} metabolismo de los Gcidos grosos esto estrictomente controlado, de modo que lo sintesis y lo

degradacion obedecen fielmente o los necesidades fisiologicas. Lo sintesis de dcidos grosos es
mixima cuando obundan los corbohidratos y cuanda fo corgu energélico es elevado y udemads
escasean los ocidos grosos. o acedl-CoA carboriosa juege un papel chve en b requiscion del
melobolsmo de bs deibs grosas (fig. 9-9). Recordemas que este enzimo cotoliza o etopa
limitonte de lu sintesis de los tcidos grasos, es decir, lo produccion de malonil-CoA (el dodor de lo
unidod de dos corbonos activados). Lo corboxilosa esta conlralodo por fres sefales canjuntos:

glucagon, adrenaling, € insuling; que reflejon los necesidades de todo el organismo. También ejercen

un contro! los niveles de citroto, polmilil-CoA y AMP contenidos dentra de lo célulo (fig. 9-9). (0

Aceti-CoA

%, Cirato

© Paimiti-
CoA

AiCOA | O AMP

.| © Glucagon

© Adrenalina

% Insuiing

|

Malonil-CoA

Acidos grasos

Figura 9-9 La acetil-CoA carboxilasa es un punto clave de control de la sintesis de dcidos grasos,

porque cataliza la etapa limitante,
TUENTE STRVER,1994
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ATP ADP
N ?
m_

activada por AMP
Carboxilasa Carboxilasa
active inactiva
Protemna
N
P H0

Figura 9-10 La acetil-CoA carboxilasa se inhibe por fosforilaciin y se activa por union a citrato.
FUENTE. STRVER, 1954

9.3.4. SINTESIS DEL COLESTEROL
£l primer paso en lo sintesis de colesterol es lo formacion de isopentenipirofosfolo o partir de

ocelil-CoA. Este conjunto de reacciones se inician con lo fermacion de 3-hidroxi- Jmetilglutaril-CoA
(3-HMG-CoA) a portir de acetil-CoA y acelacetil-CoA. Uno de los destinos del 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA es su dvision en acelil-CoA y ocetocetoto. Alternotivomente, el 3-hidroxi-3-
metilglutoril-CoA puede reducirse o mevalonato (fig. 9-11), £1 3-HMG-CoA estd presente Lanto en

¢l citosol como en los mitocondrius de los células hepalics. (51)
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Figurs 9-11 Sintesis y destinos de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA. La sintesis de mevalonato es la
ctapa limitante en la formacion de colesterol.
TUENTE. STRVER, 1994

£l mevalonata se convierte en 3-isopentenilpirofosfato en tres reacciones conseculivas que implican

AP (fig. 9-12). (s

ATP

o
CH; AP ADP (|:lh
no-.(l:—cu, IlO-(lt-CH,
CH; ?Hz ﬁ
CH,0H CH0~- |P -0
o
Movelonste S-Feslomavalonato

‘I:m.
o
uo-(l:-.cn,
oo o
CHO-P~0—P
(¢ 4 O
S-Picciesiomevaionato

ATP ADP 4P CO,

i
(lf-CH)

™o ¢
CH©-P—0—P~0-
o o

leopenieniipireteatate

Figura 9-12 Sintesis de isopentenilpirofosfato a paitir de mevalonato,

FUENTE. STRYER 1994
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SINTESIS DEL ESCUALENO (Cyx) A PARTIR OE SEIS MOLECULAS DE
ISOPENTENILPIROFOSFATO (Cs)

£l escualeno se sintetizo o partir de isopentenilpirafosfoto mediante la secuencio de reacciones

C s gty C s ey O30

Esto etopo en lo sintesis del colesterol comienza con lo isomerizacion del isopentenilpirofosfoto

hosto dimetilolilpirofosfato. ()

HiC o o HiC o o

i€, I I i€, SR
C=CHy=CH;= 0—P—0~P—0" wmet = CH—CHy~0—P—=0=P=0-
4 | | 4 | |

HC o o HC o o

Los reacciones que permiten convertir los unidodes Cs en escucleno, un isoprencide Cyy, eslan

sefalodas en lo figuro 9-13,
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Figura 9-13 Sintesis del escualeno a partir de dimetilalifpirofosfato, un isémero del
isopentenilpirofosfato.
FUENTE. STRVIR,1994
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Figura 9-14 . Sintesis de colesterol a partir de escualeno.

FUENTE. STRYIER,1994
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Los tres principios nutritivos principozi}:s (los corbahidratos, los lipidos y los proteinas) experimentan
hidrolisis enzimética durante lo digestion en el tracta gostrointestinal de los momiferos, hosto que
se degradan rindiendo sus sillores fundomentales. Lo transformacion es necesario para que puedan
ser empleados, yo que los células que recubren los paredes intestinales sola son copaces de
absorber, para tronslodorlos o lo corriente sanquines, moléculos relotivomente pequefos. Por
ejemplo, los polisacaridos y oin los disocdridos deben hidralizarse por completo, medionte los
enzimas digestivos, ontes de que puedan ser obsarbidos. De mado ondlogo, los proteinas y los
lipidos deben experimentor tombién una hidrolisis completo hasta rendir sus sillores companentes.

La fiqura 10-1 es un "mapa" pora orientorse en el sistemo digestivo humano. Aunque lo digestion
comienza en lo boca y en el estomago, los foses finoles de lo digestian de todos los companentes
de los alimentos principales y lo absorcion de sus sillores componentes por lo songre tiene lugor en
¢l intestino delgodo. Este se hollo bien adaplado onotomicomente o estus funciones, yo que
presenta uno superficie muy qrande o Lravés de lo cuol puede reolizarse lo absorcion. El intestino
delgodo no solo es lorgo (de 37 o 43m) sino que tombién sus pliegues estin dolodos de
numerosas protuberancios de forma dactilor, los il Coda uno de ellos se hallo recubierto de
muchas célulos epitelioles, que poseen numerosos microvili. Los vili proporcionan un drea superficiol

muy gronde, o través de lo cual los productos finales de lo digestion pueden ser transportados
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atrovesando los célulos epileliales y olcanzor los copilores songuineas y los vasos linfdticos

interiores. EI areo de lo superficie del intestino delgado humano es de unos 180m?, un paca menar
que lo superficie de un campa de tenis. (1)

Los microvili contienen haces de microfilomentos de actina que conectan con una red de fillamentos
de miosino situados en lo base de las microvili, Este sistema de filomentos doto o los microvili de
un movimiento ondulatorio, lo que proporciana una agitocian local que facilita lo adsorcion de los

nutrientes digeridas. (51)

Soa
s digessidn del slmldon comicnza
o 12 sccidn de Is amilasa sativar

Esdfago

Boca
Esdmago
La peprina nicia Is digestion
de [as proteinas
Esofigo * Vesiculs bilat
Almacena sales billares
Higado Pincreas

Apora enzimas proteoliticos,
Vesicula bitlar amilasa, lipasa, ambién HCO\-

Duodeno, pH 7.8
13 digestidn se completa aqui.
€N su mayos patte, pos (3 accidn
combinsds de los enzimas

sporados por ¢l pancreas
y ¢l epitelin del intestino Jelgado

Pincreas

Duodeno
Estémago

Colon

Resto del intestino delgado
Absorcidn de azicares simples,
amioodcidos, electrolitos y HQ

Intestino
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Apéndice

Recio

a)

@ la sangre, las grasas
s¢ absorben por fos vasos
linféticos

intestino grueso
Eliminacidn dltima del agua,
sitio de 13 accido bacteriana

b)

Figura 10-1 a) Tracto gastrointestinal humano, b) Diagrama de la digestion y de la absorcion,
FUENTE. LEHNINGER,1991
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Figura 10-3 Metabolismo de aminodcidos en ¢l higado.
JUENITE. LEHNINGER, 1993
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Figura 10-4 Metabolismo de dcidos grasos en el higado,
FUENTE. LEWNINGER, 1999
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Para estudiar cualquier serie de procesos relacionados entre si, dentro de un sistema, normalmente
es necesario estudiar las partes componentes del sistema. Ello requiere generalmente el aislomiento
de los componentes y un andlisis de éstos para establecer sus papeles individuoles, sequido de uno
apreciacion de como estos popeles encajon en el sistema funcional global, esto se puede llevar o
cabo empleando cierlos técnicas instrumentales y de loboratorio.

Por lo que nuestro finalidod ol incluir este capitulo es lo de fociitar o los estudiontes lo
comprension por medios ilustrolivos algunos fundomentos y técnicas utilizadus en lo bioquimicu
practica, como lo son los diversas cromatografias, lo didlisis, lo_electroforesis y el enfoque
isoeléctrico, Espero que esto nueva coracteristica de lo obro ilustre como se abordon muchos

problemas importontes en lo investigucion bioquimica.
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11.24. FUNDAMENTO GENERAL DE LA ELECTROFOR
Uno moléculo con una cargo neta se desplaza en un compo-eléctrico . Este Fendomeno, llomado
lectroforesis, ofrece un método poderoso pora separar muchos moléculas importantes en biologia
toles como ominoacidos, péptidos, proteinos y acidos nucleicos, que poseen grupos jonizables y
puede hacerse que existan en disalucion en forma de especies con corgo eléctrica, lontd como
cationes (+) o como onignes (-). Ademas, los moléculos que tienen cargos similores poseeron
distintas relociones corga/maso, debido o inherentes diferencios de peso moleculor. En conjunto
estas diferencias constituyen bose suficiente para una migracion diferencial, cuondo los iones en
disolucion se someten a un compo eléctrico. (6)

Los cationes se trasladan hacia el catodo (~) y los aniones hacia el dnado (+) a velocidodes que
dependen de! equilibrio entre la fuerza impulsora de} campo eléctrico sobre los fones cargados de la
muestro y los fuerzas de retordo entre los moléculos migrantes y e} medio circundante, y que son
principoimente de friccion y electrostaticas. El materiol de lo muestra” debe estor disuello o
suspendido en una disolucion tampon para que tenga efecto la electroforesis, y el medio de soporte
tiene que eslor saturado también con tompdn para conducir lo carriente. Lo corrienle entre los
cleclrodos es conducida tonto par o muestra camo por los iones del tampan en disolucian,
mientras que lo corriente, en el resto del circulto, es conducida por electrones. Lo corriente se
mantiene por todo el circuito ol tener lugar lo electrolisis en los electrados, los cuales estan
sumergidos en grandes recipientes can disolucion tampan. ()

Lo versotiidad de la electroforesis para lo separacion de susloncios can corgu eléctrico, desde
pequedos ioncs inorgdnicos hosta qrandes moléculas, depende en gran parte de que se lleve o cubo
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sobre 0 en un medio de soporte inerte y relativamente homogéneo. Algunas veces, puede idearse
un medio que interactie especificamente con los iones que hay que separar, para explotar asi los

diferencios de lo relacian carga/masa e introducir de este moda fuerzas de retardo especiales que
convengan al andlisis, (6)

s ===

MEDIOS DE SOPORTE EMPLEADOS Copa delgado de sflice 6 de oliming.
EN ELECTROFORESIS

N )

Los medios de soporte se emplean soturados de tampon, y cada una de ellos puede ofrecer alguna
ventaja sobre los otros para una determinadn separacion. Una caracteristica comin del empleo de
todos les medios de soporte es lo de que los substancios migran formando zonas distintivas, las

cuales ol final det andlisis se pueden detectar facilmente mediante técnicas analilicas adecuadas. (6)
LA MUESTRA

La natwaleza de las compuestas can carga eléclrica afecto o su velocidod de migracion de varios
farmas: (s)(e)

CARGA, |0 velocidod de migracion qumenta cuando hoy un incremenlo de o corgo nela.
Generalmenle, lo magnilud de lo carga depende del pH.

TAMARO. Lo velacidad de migracion es menar en los moléculas grandes, debido al incrementa de

las fuerzas de friccian y electrastaticas ejercidas por el medio circundante.
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FORMA. Los moléculos de tomano similor pera con diferentes formas, toles como los proteinos

fibrosos y los globulores, exhiben distintas coracteristicas migrotorios  couso de los diferentes
efeclos de los fuerzas de friccian y electrostaticos.

11.2.2. ELECTROFORESIS EN PAPEL
No existe un popel especial poro electroforesis; el popel de cromotogrofio es adecuado. EI empleo
de papel como medio de soporle es muy comodo, pues no necesila de mas preporacion que el
cortarlo ol tamafio correcto. Cuondo se emplean sistemas de popel siempre tiene lugor clguna
adsorcion, pero ésta puede disminuirse utilizonda un tompon que seo mas olcalino que el punto
isoeléclrico de lo muestra. No obtonte, siempre tiene lugor un cierto grado de electrodsmosis o
causo de lo composicion quimico del papel. (5)
Lo electroforesis de popel es lo mds sencillo y, probablemente, lo mas ompliomente utilizoda de los
técnicas electraforéticas,(fig. 11-1) y se ha mostrado sotisfoctorio paro la separacion de todo una
goma de compuestos con corga eléctrico, pero su emplea ha sido sobrepasado por lo electroforesis
sobre acetota de celulosa y qgel, que proporcionan uno mayor resolucian. Lo mognitud de la difusion
de los pequefos moléculos es considerable en todos esos medios, y normolmente s obtienen
mejores resultodos con lo electroforesis de olto voltoje. (2(28)
PROCEDIMIENTO
Se coloca uno gota de disolucian ocuoso de lo mezclo problema (en este caso de aminodcidos)
sobre uno tira de popel de filro humedecida con un tampan o un pH determinado. Se oplica un
compo eléctrico de alto voltoje o lo tira de papel. Debido o lo diferencio de pK' los aminodcidus
emigron en direcciones diferentes y o velocidades diferentes a lo largo de la tiro, dependiendo del

pH del sistema tampdn y del voltaje aplicado. Por ejemplo, o pH 1,0, lo histiding, lo arginino, y lo
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lisino poseen una corgo de +2 y se desplozon mas rapidomente ol calodo cargado negativomente

que los demas aminodcidos, los cuoles poseen carga +1. Por otra porte, a pH 6 los ominodcidos
con carqa positiva (lising, orginina, histidina) se desplozon hacia el catodo y los aminodcidos con
corga neqativa (dcido aspartico y acido glutamico) hacia ¢l anodo. Todos los demas aminodcidos
permanecerdn en el origen o muy proximos o €l yo que no poseen otros grupos que puedan
ionizorse que los e~omino y los a~carboxilo y tienen, por ello, cosi ¢ mismo punto isoeléctrico,
tol como puede determinarse de los valores de pK'y y pK'; de la tobla 4~2 . Poro localizar los
ominodcidos sobre el popel se procede o secar ésle, se pulveriza con ninhidrino y se calienta,
Apareceran sobre el popel monchos azules o purpireos, coda una de los cuales indica lo presencio
de un ominodcido. Especimenes conocidos de los diferentes aminodcidos, en los mismos
condiciones, se emplean como “marcadores” a fin de determinar sus localizaciones caraclerislicas e

identificar su presencia en lo mezcla. (fig. 11-1). ()

[« | Antes de aplicar la corriente
Papel 0 Acetato de Celulone Acetato
I Ortigen de celulosa
] ya
o~ ‘
/! /“ZE}L + 2 -
<z,
Buffer l
Después
[ L] .
l| l | l + o« v 09 -
[} " °
[ [J L]
Fuente de Poder
a) b)

Figura 11-1 a) Aparato de electroforesis horizontal. b) Vista superior de la electroforesis de una
mezcla de 3 proteinas en una tira que bien puede ser papel o acetato de celulosa humedecida con un
tampon de pH fijo.

FUENTE. BOVIR,1986 y LEHNINGIR,1991
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11.2.3. ELECTROFORESIS EN ACETATO DE CELULOSA
En los comercios se encuentra un acetolo de celulosa de gran pureza en tiras delgados y
uniformes. Se produce muy poca odsorcion de fo muestra, de modo que se puede consequir uro
gran resolucion con pequefas conlidodes de ello, incluso en los grondes moléculos, Como quiero
que ¢! ocetalo de celuloso es menos hidrdfilo que el popel, retiene menos tampan y, por tanlo, uno
mayor proporcign de corriente es conducido por lo muestro, lo que proporciono separaciones muy
ropidas (fig. 11-1). Eslo provoco uno moyor produccion de calor, de monero que cuondo se
empleon elevados voltajes hay que tener cuidodo de que na se seque lo tira por evaporacion.
Lo electroforesis sobre ocefoto de celuloso se empleo ompliomente, La corencio de adsorcion por
parte del acetoto de celuloso tiene la ventaja de que, cuanda se ulilizan radioistopos | las dreas
radioactivas estan cloramente definidos dodo lo gran resolucion del sistema. (3)

11.2.4. ELECTROFORESIS DE CAPA FINA
En este tipo de eleclroforesis se pueden preparar sobre plocas de vidrio capos fings de silice,
kieselgubr, olimin o celuloso. Los plocus se siton horizontolmente en ef oporato de electroforesis,
y se dejo que la copa fina se solure de tompon, por difusion desde el recipiente o través de
mechas de conexion. Lo electroforesis de capa fino (e.c.l.), es rapido y proporciona una buena
resolucion y una alla sensibilidod, (6)
Cuondo se empleo conjuntomente con fa cromolografia , lo e.c.f. constituye un méloda conveniente
poro los seporociones bidimensionales, si lo electroforesis en uno dimension vo sequido de uno
cromalogratio en ung sequnda dimension. Ello proparciona un media valioso para carocterizar

proteinos e hidrolizodos de acidos nucleicos, observando los caracteristicos potrones de nucledlidos
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y de aminoocidos-esta técnico se conoce como lo de "huellas dactilares". Pora separaciongs con
alto voltaje, tombién pueden usarse medias de copa fina como los antes descritos, ()

11.2.86. ELECTROFORESIS EN GEL
Los separaciones electroforéticos se realizan cosi siempre sabre geles (o sobre soportes solidos
como el papel), en vez de disoluciones libres, por dos razones principales. La primero, los geles
suprimen los corrientes de conveccian producidos por pequedos gradientes de temperaturo, lo cual
es un requerimiento pora una separacion mas efectiva. La sequnda, los geles sirven de tamices
moleculares que polencion lo separacion. (fig. 11-3). Los moléculos més pequedas que los poros
del gel se desplazan facilmente a través de €l, mientras que los moléculos mucho mayores que Ios
poros del gel permanecen casi inmoviles. Las moléculos de tamaflos intermedios se desplozan o
través de! gel con diversos grodos de dificultad. (e)(+2)

11.2.6. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

Los geles de poliacrilomida son los soportes de eleccion para lo- electroforesis, porque son

quimicamente inertes y se forman con facilided mediante polimerizacion de lo acrilomido, Ademas,
escogiendo distintos concentraciones de acrilomido y metilenbisacrilamida {un reactivo que establece
enlaces cruzados) y variando los tiempos de polimerizacion se pueden consequir tomafos de poro

contralodos (fig. 11-2). seiezier)
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Q
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CONH,  CONH,
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OH,
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CONH,  CONH,

figura 11-2 Formacion de un gel de poliacrilamida, El tamafio del poro puede controlarse ajustando
las concentraciones de mondmero activo (actilamida) y de enlazante (metilenbisacrilamida).

FUENTY. STRVIR,1994

Los proteinas pueden separarse muy bien, seqin sus mases moleculores, utiizondo electroforesis
sobre gel de poliacritomida, en condiciones desnaturalizantes. Lo mezclo de proteinas se disuelve
primero en un medio con dodecilsulfoto de sodio (SDS), un detergente anidnico copaz de romper
cosi ltodos los interacciones no covalentes en los proteinos notivos. También se oRade
mercoploetanol o ditiotreitol para reducir los puentes disulfuro. Los aniones de SDS se unen a lo
codeno principal @ rozan de un SDS por coda dos ominodcidos, lo que da al complejo SDS-
proteina desnoturalizado una corgo negative aproximodamente proporcional o lo moso de lo

proteina. Al ser lo cargo negativa, adquirido por fijacion de SDS, muy superior o lo corga propio de

lo proteing notivo, esto corgo se considera despreciable. Los complejos SDS-proteina se someten
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&Xp

enfonces o electioforesis sobre gel de poliocrilamida, que normalmente se uliliza como un blogue
delgado  dispuesto verticalmenle (fig. 11-3). Lo direccion de lo eleclroforesis es vertical
descendente. Por (itimo, los proleinos pueden visualizarse sobre gel titéndolas con plata o con un
colorante tal camo el azul de Coomassie, que revela una serie de bandas (fig. 11-3). Si hubiese
marcaje radioactivo podrio deteclarse colocando una peliculo de royos X sobre el gel y revelandolo,
procedimiento conocido como aulorrodiagratia . (15)a2)a7)

Lus proledas pequenas se desplozon rdpdmnente o hoves b/ gel menas gue Bs grondes
peimanecen o, cerca okl punte e aplcacion o o mezele £ desplozomiento de lo-moyoria
de los codenas polipeptidicos es, en eslos condiciones, lineglmente proporcional al logaritmo de lo
masa (fig. 11-4). Usla relocion empirica no es universal; algunas proleings ricas en oziicores y lus
proteinos “de membrana emigron de forma anomole. Lo clectroloresis sobre gel de SDS-
poligcrilarnido es rapido, sensible y copoz de un allo grado de resolucion. Lo electroforesis y lo
fincion subsiguienle requieren vorias horgs de trabajo. Cuondo se tiie con azul de Caomassie, baslo
0,1pg de proleina (~2pmoles) para dor una bando diferencioda, mientras que con tincion de plolo
se necesilo menor cantidod (~0,02pg). Pueden habilualmenle distinguirse enlre si- proleinas que
difieren en su mosa slo en un 2% (p.ej., 40 y 41 kd, lo que supone una diferencia aproximada de

10 residuos). (19a2(0)
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Figura 11-3 a) Accién de tamizado de un gel poroso de polincrilamida, b) Carga de las muestras
pars electroforesis, Normalmente varias muesiras se separan por electroforesis en un gel plano de
poliacrilamida, Se utiliza una microjeringa para aplicar [a disolucion de proteinas en los pocillos del
gel. Entonces se coloca una taps sobre la cAmara del gel y se aplican 200 voltios. Los compiejos de
SDS-proteina cargados negativamente migran en direccion al dnodo, (s parte inferior del gel. c) Las
proteinas separadas por electroforesis sobre gel de SDS-poliacrilamida pueden visualizane por

tincion con azul de Coomassie.
FUENTE. LEININGER, 993 V STRYIR, 1994
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Figura 11-4 Las movilidades electroforéticas de muchas proteinas en geles de SDS-poliacrilamida
son inversamente proporcionales al logaritmo de sus niasas respectivas.

TUENTE STRVER, 1994 .
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Figura 11-5 Estimacion del peso molecular de una proteina, a) Estdndar de proteinas de peso
molecular conocido se colocan para la electroforesis en el canil 1. b) Una grifica de logaritmo de
peso molecular de las proteinas conocidas contra la migracion relativa durante la electroforesis,

permite hallar el peso molecular de 1a proteina desconocida,
TUENTE. LEHNINGER, 1993
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Los proleinas pueden lombién sepororse electroforélicomenle segin sus contenidos relolivos de

aminodcidos dcidos o basices. £ punto isoekictnzo (pl) de una proteina es oquel pH en e cuol su
corgo neto es cero. En este pH, su movilided electroforélico es nulo. Asi, por ejempla, el pi def
citocromo ¢, uno proteina muy basico transportadora de electranes, es igual o 10,6; en combio, el
de o seroolbiming, una proteina acidica de lo songre, es 4,8. Supangomos que una mezclo de
proteinas, se somele a electroforesis, en un gradiente de pH, en un gel carente de SDS. Cado
prateina se moverd en ¢l qel hasto alcanzar una posicion en lo que ¢l pH det medio coincida con el
pl de la proteina. Este metodo de separocian de proteinas segin sus puntos isoeléctricos se
denoming  svekcioentopue (lig. 11-6 y 11-7) . El grodiente de pH del gel se consique
sometiendo a electroforesis previo uno mezclo de polionfolitos {pequefios polimeros multicargodos)
con diferentes volores de pl, £ isoelectroenfoque permite distinguir proleinos que difieron en sus pl
lon poco como 0,01, 1o que significo que uno solo corgo neta bosto pura seporardos,

£l isoelectroenfoque combinodo con electroforesis en gel de SDS-pofiucrilomido permite obtener

seporaciones con una resolycion muy elevado (fig. 11-7), ()askaian

Tabla 11-1 Puntos Isoeléctricos De Algunas Proteinas.

Proteina v JRRRDER pH isoeléclrico.
Pepsino » <10
Ovoatbming A
Seroclbimina 49
Ureoso 50
p-Loctoglobulino 52
¥1-Globufing 6,6
Hemoglobing 68
Mioglabing 70
Quimalripsinageno 95
Citocromo ¢ 107
Lisozima 1o
FUENTE. LEHNINGER,1993

344



Mirlam Aivarez Velasco 11.Principios y Técnicas de Bioguimics Experimental
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Figura 11-6 . Enfoque isoeléctrico. Esta técnica separa protefnas de acuerdo a sus puntos
isoeléctricos,
FUENTE. BOVER,1986 y LEHNINGER, 1993
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Enfoque [soeléctrico
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Primars Dimencion “"-"“i""‘
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e

Begundn Dimension

CIIIT 0T 10

-

SIal Bidimensional 1
oferes Ce

Elses 41
‘o’l‘l"l-'ollc'-r‘l?l -I'd-

Disminucion

Figura 11-7 Electroforesis en dos dimensiones. Una Ginica muestra se somete primero al
isoelectroenfoque, Este gel se coloca ahora horizontalmente encima de un gel de SDS-poliacrilamida.
De esta forma las proteinas quedan distribuidas en la parte superior del gel de acuerdo con su
movilidad durante el isoelectroenfoque. A continuacion se someten de nuevo a electroforesis en
direccidn perpendicular (verticalmente) para obtener una distribucion bidimensional de las
manchas. a)En un gel asi, las protefnas se han separado horizontalmente segin sus puntos
isoeléctricos y verticalmente segiin las masas moleculares. b)Es sorprendente que aplicando este
sistema bidimensional a la bacteria Ecoli se consigan individualizar mis de un millar de proteinas

diferentes en un solo experimento,
FUENTE. STRYER, 1994

346



Miriam Alvarex Velasco 11.Principlos y Yécnicas de Bloguwimica Experimental

11.2.7. ELECTROFORESIS EN GELES DE ALMIDON

Los geles de almidon se preparan por calentamiento y enfriomiento de una mezcla de almidon
parcialmente hidrolizado con un tampon adecuado, lo que hace que las cadenas romificadas de los
moléculas se enlrelocen formando un gel semirrigido. La seleccion del tampon apropiado para los
geles de almidon con frecuencio es empirica, y se ha ulilizado una amplia guma de ellos con éxilo.
Los geles "débiles”, de gran porosidad, se pueden preparor incorporando menos del 2% de almidon
(p/v) al tampon, y los geles "fuertes”, de bajo porosidad, afiadiendo del 8 ol 15% (p/v). Sin
embargo, no hay manera de conocer el lamafio exacto del poro de los geles de almidon,

En lo practico, los geles tienen lo forma de blogues reclanqulares, cuyos dimensiones varian segin
si la seporacion se ha de llevor o cobo con el gel en posicion horizonlal o verlical. Los geles
horizontoles tienen las dimensiones lipicos de 20x10x0,6 cm, mientros que lus verticales tienen
como dimensiones 25%12,540,6 cm. Generalmente, los geles se disponen en bandejas de Perspex y
se conservan o 0-4°C antes de su uso. (s)

La aplicacion mos importanle de los geles de almidon en electroloresis ha sido lo separacian de
mezclas complejos de moléculos estructurales y de proteinos fisiologicamente aclivas. {6)

11.2.8. ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAR

El agor es una mezcta de dos polimeros de la galactoso, la agorosa y la aguropecting. Coma gel dl
1% (p/v) en tampén, el agor posee un elevado contenido de agua, y los movimienlos de los iones
duranle lo electroforesis son muy- rapidos. Cuando se deliene lo electroloresis, tombién es rapido lo
difusion ionica. Esla propiedod hace del agar un medio muy apropiado para la separacion y

deleccion de ontigenos por inmunoelectroforesis. (s)
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11.3.1. FUNDAMENTO
Las proleinas pyeden separarse de los moléculas pequeas por medio de uno didlisis o trovés de
una membrana semipermeable, cuyos poras son ultromicrascopicas como por ejemplo la celofana o
celulosa (fig. 11-8). Los moléculos con dimensiones significativamente moyores que el diametro del
poro quedan retenidos dentra del saco de didlisis ol tiempo que los moléculos y los iones menores
atraviesan los poros de lo membrana y aporecen en el diolizado fuera del soco de didlisis. Asi,
cuonda un saco de dialisis contiene un extracto de tejido o celulor y se suspende en oquo, los
moléculos pequefias existentes en el extraclo, tales como los soles, atravesardn los poios pero los

proteinas de peso moleculor elevado permaneceran en su interior, (26)42)

Molécules grandes  Molécuiss pequeiias que pusden ls PR
Que NO pueden aire: JURSETTRe
vesaria membrane

Saco de didlisle ..} '

Solucidn concentreda

Amontiguador—rs

Membrana ssfnipsrmesble

inicio de una diliss Equiibrio

Figura 11-8 Dialisis. Separacion de moléculas segiin su tamario. Principio y Aplicacion.
TUENTE. STRYER,1994
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" 11.4.1. FUNDAMENTOS GENERALES DE LA CROMATOGRAFIA
Los técnicas cramatograficas pueden utilizarse para lo separacion de grandes (varios gromos) o de
pequefos contidades (picogromos) de moteriales. Lo seleccian de uno forma porticulor de
cromatogrofic paro consequir uno separacion depende del moterial que hoy que aislor, y es
frecuente que se puedon utilizor vorios métodos cromatogrdficas uno tros olro poro logror fo
purificocidn de un compuesta. Desde o introduccion de la cromatografio como técnica anclitica, se
han utiizado numerosos refinamientos y nuevos métodos poro ampliar el compo de accion de esto
técnica. (sKel4a)

E) término coeficiente de distnbucion o dé reparfo se usa generdlmente pora describir el modo
como un compuesto se distribuye entre dos foses inmiscibles. Para un compuesto que se distribuye
entre dos determinados disoientes, el valor de este coeficiente €s uno constonte o uno

temperoturo determinada, y puede definirse osi:

concentracion en el disolvente A = conslanle

concenlrocion en el disolvenle B

Sin emborqo, la distiibucion de un compueslo puede describirse no solo en {érminos de su
distiibucion entre dos disolventes, sino lombién por su dislribucion enlre dos fuses cualesquiero,
toles como solido/liquido o qas/liquido. Asi, el coeficiente de distribucion de una subslancio entre el
dcido sificico y el benceno puede ser de 0,5, lo que signific que lo concentrocion de lo- substoncio
en el benceno es doble que en el geido silicico. Esle concepto del coeliciente de distribucion es el

fundamenlo bosico de lo cromatografio. Con fines cromalogidficos, el coeliciente de distribucion se
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define, convenienlemenle, como la concenlracion en la fose movil dividido por la concenlracion en

la fose estacionaria, (s)4a)

Todos lus sistemas cromalograficos canstan fundamentalmente de dos foses. Una de ellas es lo
fose estacionurio, que puede ser solido, liquido o uno mezclo de solido y liquido inmavilizada. La
sequnda, lo fose mvil, puede ser liquido o goseoso y discurre por o a través de lo fose
estacianario. Lo seleccion de foses estacionarios @ maviles se hace de manera que los compuestas

a separor tengon dislintos coeficientes de distribucion. Esto puede cansequirse estableciendo:

{S)6)4a)

1.un equifibrio de adsarcitn entre un solido estacianario y ung fase liquida mavil { cramatogratiy b odsorcid).

2un equilibrio de reparto entre un liquide estacionario (o un semiliquida) y uno fose liquida mavil ( distrbuciin
én canlracarnient’ y cromologrolia de papel ),

Jun equitbrio de reparto entre- un liquido estacianario y ung fase quseasa mévil { cramalogrofia gos-figuiy).

4.un equilbrio de intercambio idnico entre una resina de intercombio itnico camo fase estacioharia y ung fose
de electrolite mdvil { cromalogrotiz ae intercombi iGnio ).

Sun equiibrio entre un fase liquido en el interior y en el exterior de una estructura paraso o “lumiz

molecular” ( cromalogrotia dé permeabilidod o db Mirocién por ge/ ).

6.un equilbrio entre uno macromalécula y una pequeda malécula par lo que tiene una clevado especificidad

biolagico y por tanto afinidad ( cramalogratiz de afinitod )

/ \\\\\\\ \

\—/OOSQOOO
OOO/O OO OO
///,////

5= Moléculos de sauta. O = Fase eslocionario /

Figura 11-9 Representacion de el principio de la cromatografia.
FUENTE. BOVIR,1986

Fase movil
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L

11.4.2, CROMATOGRAFIA DE FILTRACION POR GEL

Unos sepataciones mas seleclivos alendiendo af lomafo pueden canseguirse medionte esto \écnica.

fn este pracedimiento, que es una forma de cromalografio, o disohicion que conltiene lo mezelo de
proteinas se hoce fluir, en sentido descendente, por uno columng que canliene perlos porosas muy
pequedas de un polimero insolubie con un grodo de hidrolocion muy efevodo, tol como el dextiono
o o ogoross (que son carbohidrotos) o bien o poliocrilomida. £ Sephodex, lo Sephoroso y ef Bio-~
gel, lizados habilualmenle, son distintas preparaciones comerciales de eslos gronulos o esferos
de un ditmetro medio de 100um (0,Jmm) (loblo 11-2). Los moléculos de proteing menores
pueden penelror en fos poros de los perlos y experimenton, por lonto, un relraso en su flujo
descendenle en fo colunng (fig. 11-10) pero los moléculos de pioteina grondes no pueden
penchror en los petlos y descienden por la colunna con tngs 1opidez. Los Wo(einos de fomaio
intertnedio flusan en tu columna o velocidades intermedias, dependiendo del grado en que puedan
penetror en fos pertos. Esto columno de fillrocion en gel recibe tombién -of nombre de domi
MokCuiar . (o642

Advicriose que e orden de oparician de fos moléculos en uno columno de bollos porosos es
iverso al orden de fo electioforesis sobre qel, en lo cual una brama conlinua de polimera impedio
¢l movitienlo de los moléculos moyores {fig. 11-3). Lo cromelogratio de filtracion por get permite
oblener mucho moyor contidud de proteino que lo electioforesis, pero to hace o combiv de un

inenot poder resalulivo, (e4n)
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Figura 11-10 Scparucion de 3 proteinas de diferentes tamafios mediante la cromatografia de
filtracion en gel. Las proleinas grandes se cluyen antes que lus pequefas porque no pueden

penetrar en ol volumen interno de Jas bolitas.

TUENIE. JENNINGER P99 Y STRVER V994
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Tabls 11-2 Propiedades De Los Medios De Filtracion Por Gel,
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5-300

10,000-1,500,000

Nombyre Rangos de Aqua residual Voldmen
fraccionamiento para | (ml/g ge) seco) del lecho
proteinas(PM en daltons) (mi/g gel seco)

Dextron (Sephadex)
G-1p 0-700 1.0+/-0.t 2-3
G-15 0-1500 15¢/-0.2 2.5-35
6-25 14005000 254/-0.2 4-§
6-50 1500-30,000 50+/-0.3 9-11
G-75 J000-80,000 1.54/-0.5 12-15
G-100 4000-150,000 104/-1.0 15-20
G-150 5000-300,000 154/~15 20-30
6-200 5000-600,000 204/-2.0 30-40
Paliocritamida{Bio- Gels)
P-2 100~ 1800 1.5 3.0
P-4 §00~4000 24 48
P-6 1000-6000 37 14
P-10 1500~20,000 4.9 9.0
p-30 2500-40,000 5.7 114
P-60 3000--60,000 1.2 1.4
P-100 5000~ 100,000 15 15.0
P-150 15,000-150,000 9.2 18.4
P-200 30,000--200,000 14.7 794
p-300 60,000-400,000 18.0 J6.0
(Sephocryl)
S-200 5000-250,000 -
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Aqarosa (Sephorosa)

2R 70,000~ 40,000,000 - -

4R 60,000~20,000,000 - -

68 10,000-4,000,000 - -

Vinit (Fraclogel TSK)

HW- 40 100-10,000 - -

HW-55 1000-700,000 - -

HW-65 50,000- 5,000,000 - -

HW-75 500,000-50,000,000 - -

(Bio-Gel)

A-0.5m 10,000-500,000 -

A-1.5m 10,000-1,500,000 - -

A-5m 10,000- 5,000,000 - -

A-15m 40,000-15,000,000 - -

A-50m 100,000-50,000,000 - -

A-150m 1,000,000-150,000,000 - -

Combinacién Poliacrilamida-Agarosa.

Tipo de gel Acrilumido Agarosa Rango de Fraccionamiento
% (/) % (/)

Ultrage! AcA 202 20 2 1,000-20,000

Ultragel AcA 54 5 4 5,000-70,000

Ultragel AcA 44 4 4 10,000-130,000

Ultrogel AcA 34 3 4 20,000- 350,000

Ultrogel AcA 22 2 2 100,000~1,200,000

FUENTE 8OVIR,1986
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11.4.3. CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO
Las proleings pueden también separarse en funcion de su carga eléctrica mediante o cramalogratia
b inlercambi Brveo . Siuna proleino tiene o pH 7 una carga positiva, normalmente se unird q
‘unu columno reflena de bolitos conleniendo grupos carboxilato, mientios que una proteino cargado
neqativamente no lo har (fig. 11-11 ). Una proleina con carga posiliva unida o lo columna, puede

ser eluido (Kberado) oumentondo lo concenlracion de cloruta de sodio u olra sal en el Tompon

clyenle. Los cationes de sodio compiten con los grupos positivos de lo proleino en su capocidod

de unirse o Jo colimna. tos proleinos de bajo densidad de cargos positivas se eluitan primero,
sequidas por las de mayor densidod de corgo. Otros foclores, aparle de la densidod de cargu, son
lo afinidad por lo maliiz -saporte, que lombién influye en el comportamiento de los proleinos en
cesle lipo de columnas. Pora seporar los proteinos con corga negotiva (anionicas) se uliizon
columnas con relleno corqado posilivomenle, como, por ejemplo, dietilominoelilcelulosa (DA
cellosa). Inversamenle, los proleinas positivas (calionics) pueden sepatarse por columnas

“niegolives, como los de corboximelilceluloso (CM- celulosa). (s)e)zeiaoyas)
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Protgina carga-
da positivamen-
lo se une a la
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das negativa-
menie lluyen

Figura 11-11 La cromatografia de intercambio idnico separa las proteinas principalmente por sus

CArgas netas.
TUENTE. STRYER, 1994
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FUENIT. LEHNINGER, 993
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Tabla 10-3 Resinas De Intercambio Iénico,

Nombre
Intercombiodoras de aniones Grupo lun:cibnnl Matriz Close
AG1 Telmrﬁeliia.monib poliestireno fuerle
AG3 Amino fercioria poliestirena débil
DEAE ~celulosa Dietilaminoetil celulose débit
PEI-celulosa Palielileniming celuloso debil
DAL - Sephodex Dietilominoetil dextran debil
UAI -Sephadex Dielil~(2-hidh oxipropil) -aminoelil dexlran fuerle
Inlercambiadoru de coliones
AG 50 Acido sullonico paliestireno fuerte
Bio-Rex 70 Acido carboxilico acrilico debil
(M- Celrlosa Carboximelil celuloso debil
P-Celuloso Fostalo celuloso medio
(M-~Sephadex Carboximelit dextran debi
S0 Sephadex Sulfopropil dextron fuerle
FUENTY. BOVER. 1986
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11.4.4, CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD

La purificacion de una mocromoléculo por cromotagrafio de ofinidad se aprovecha de lo propiedad
mas singular de los macromoléculos, es decir, de su especilicibd bikigeo . En consecuencia, eslo
técnica es copaz lebricamente de efectuor uno purificacion virtualmenle absalula, en conlroste con
méladas tales como lo cromotografio de permeabilidad y lo electroforesis, los cuales, ol estar
bosodos en propiedades quimico-fisicas {que pueden ser muy similares enlre macromoléculas
relocionadas), no siempre proporcionon ef grado de purificacion deseado.

Hasto el presente, lo técnico se ho uliizado principalmente para lo purificocion de proteinos,
vitominas, harmonos, complejos multienzimaticos, entre atros. (sKeNa)2)

En el caso de uno enzimo, su estructura tridimensional es tal, que su lugar activa y su (s) lugar
(s) requiodor (es) son accesibles sélo pora un pequedio ndmero de compuestos (ligandos), que
pueden ser lanto sustralas como efeclores de lipo reversible o irreversible. Es este reconocimiento
especifica de estos lugares, lo que constituye la bose de lo cromatografia de ofinidod pora las
enzimos. Con tal que la afinidad del lugar por el ligunda sea gronde, que fa union seo reversible y
que en fos condiciones experimentales escogidos no tenga lugor reaccion alguna, una vez que el
ligondo se ha fijodo af lugor, lo purificacion es posible. pol(+2)

Fundomentalmente, la \écnica consiste en dejor que el ligando (que normalmente es un inhibidor
competitivo) se fije covalentemente o uno matriz insaluble adecueda, de tol modo que su capacidad
de combinacion con el enzima no resulte perjudicado. Sequidomente, se uplica el enzima impuro o
una columna de figondo-malriz inmersa en un medio tomponado odecuodo, con lo que el gnzimo

resula relenido seleclivomente. Las impurezos que no se hon unido se eluyen primeromente, y
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después se desplaza ol enzima par elucion medionte uno disalucian de sustralo en un medio de

distinta pH y/o fuerza ibnica, (ske2)

En ef coso de lo concanovaling A, una prateina vegetdl, puede purificarse posondo el extracta cruda
o trovés de una columno que contengo residucs de glucoso enlozadas cavolentemente, Lo
concanavalina A se adhiere o esa columno g causa de su ofinidad par la glucosa, mientros que lo
mayoria de los olras proteinas no son adsorbidas. La concanovoling A adherida puede ser lberado
de esa columna mediante odicign de una disolucion concentrada de glucoso. Lo glucose disuetto
desploza o los residuos de glucasa unidos o lo columna de los puntes de enlace can lo
concanovalina A (fig. 11-13). En general, o cromatografic de ofinidad puede ser eficaz para aislor
uno proteina capoz de reconocer un grupo X mediante los siguientes pusas; 1) union covalente de
X a un derivada suyo o lo calumna, 2) adicion de una mezcla de prateinas o eso calumna, lovando
o continuacion pora separor las proteinas na enlozades, y 3) elucion de lo proteing deseoda por

adicion de una concentrocion elevada de una farma soluble de X (fig. 11-14). (i)

Proteina que se

une ala glucosa
G
‘ Adicién de G
glucosa (G)
{ o
G

G Proteina

liberada

Figura 11-13 Cromatografia de afinidad de concanavalina A (representada en forma de copa de
hongo) en un soporte slido que contiene residuos de glucosa (G) enlazados covalentemente.
FUENTE. STRVER,1994
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Figura 11-14 Cromatografia dc sfinidad.
FUENTE. LEHNINGER, 1993
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(d q

11.4.5. CROMATOGRAFIA EN PAPEL

Usla técnico se buso en el principio de que un compuesto se reparte o distribuye entre dos fases
liquidos. [n un ombiente que contiene vopor de ogua, ¢ papel de cromatogralia ehsarbe una
cantidad de aquo que montiene entre us fibros de celulosa del papel. Fsla agua se considera como
uno de los disolventes y constituye la fose estacionario. Si se permite que un disolvente no ocuoso
(lo fose movil) se lraslade por el popel impulsado por lo accion capilor, tan pronto como el
disolvente alcance o cualesquiera moléculos de soluto en el papel, éstas se distribuiron entre los
dos ases en una proporcion corgcleristica de sus coeficientes de reparto. Cuanto mas soluble sea
un soluto en lo fose mavil, lante mas se lraslodara el compuesto por el pupel en lo direccion del
flujo del disolvente y viceversa. ie)

Lo distancio recorrida por un soluto en o direccion del flujo de! disovente durante una  separacion

cromalogratica se caracleriza edionte el término valor de RY; que se define como sique:

distoncia recorrido por el solulo

distancia recorrido por el disolvente

Este volor es constante para un compuesto delerminado bajo condiciones estandar, y reflejo
estrechomente el coeficiente de distribucion del cornpuesto. [n ¢l caso de los carbohidralos, con

fecuencio se uliliza por conveniencio el término valor de Rg, que se deline asi:

distancia recorrida por el carbohidioto

distancia recorrida por lo glicoso

es decir, lodos los valores se determinan con respeclo a lo glucosa. ()e)4o)
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11.4.5, CROMATOGRAFIA EN PAPEL

[sta técnica se baso en ¢l principio de que un compueslo se reparle o dislibuye entre dos fuses
liquidus. £n un ombienle que conliene vapor de aqua, el popel de cromologrofie obsorbe una
canlidod de ogua que mantiene entre lus fibros de celuloso del papel. Esta aquo se considera camo
uno de los disolventes y constiluye lo fose estacionaria. Si se permile que un disolvente no acuaso
(lo fose movil) se troslade por el popel impulsado pot la occion capilor, lan pronlo como el
disolvenle glcance o cualesquiero moléculos de solulo en el papel, éstos se distrbuiran entre los
dos fases en ung proporcion coracteristica de sus coeficientes de repatlo, Cuanto mas soluble seo
un solulo en lo fose movil, tonto mas se lrosladard el campuesto por el popel en lu direccion del
fluje del disolvente y viceverso. (s)e)

Lo distancia recotrida pur un solula en lo direccion del flujo det disolvente durante uno  separacion

cromalografica se caracterizo medionte el término valor de R, que se define camo sigue:

dislancia recorrida por el solulo

distancia tecorrido por el disolvente

Lsle valor es conslonle paro un campuesto determinado bojo condiciones estandar, y rellejo
estrechomente el coeficiente de distribucion del compuesto. [n el caso de los corbohidralos, con

frecuenci se ulifizo por conveniencio el término volor de Rg, que se define osi

distancio recorrido por el carbohidralo

distoncio recorrida por lo glucosu

es decir, lodos los volores se delerminon con respecto o lo glucasa. (syeN«)
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Aplcocion ael sokente

———

Solvente
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nrn——

Figura 11-15 Cromatografia en papel.
JUENTE. BOYER,1986
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Cubierta o Tapa

— Papel filtro

Plato o

Solvenle

__

figura 11-16 Camara tipica de cromatografia en papel.
FUENTE. BOVER, 1984
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MATERIAL BIOLOGICO
(TEIDO)

T

HOMOGENIZACION

'

CENTRIFUGACION

SEPARACION DE ORGANELOS SEPARACION DE COMPONENTES
(PROTEINA, LIFIDOS, CHOS, ETC.)

TRATAMIENTOS HIPOTONICOS

CENTRIFUGACION

A
JOBTENCION DE UNA MEZCLA DE COMPONENTES

(PROTEINAS, LIPIDOS, CHOS, AC. NUCLEICOS)

PURIFICACION POR TECNICAS DE:
ELECTROFORESIS _
CROMATOGRAFIA
DIALISIS, ETC.

'

CUANTIFICACION
ELECTROFORESIS
TECNICAS ESPECTROFOTOMETRICAS

FUENTE. CHAPLIN,1990
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COMENTARIO

La realizacion de este manual , me ayudo a comprender conocimientos, asi como a
conocer otros mis, que estoy segurs me serdn de gran utilidad en el drea de los
alimentos, que como ssbemos son materiales biolégicos, constituidos por biomoléculas.
Este manual fue enriquecido por conceptos e ilustraciones tomadas de bibliografia
actualizads del drea bioquimica; ls mayoria de los esquemas presentados fueron
traducidos con 1a finalidad de proporcionar sl lector todos los elementos necesarios
para facilitar la comprension de esta ciencia.

Espero que este manual facilite 1a comprensién de los estudiantes que cursan la

materia de Bioguimica General, atin si tienen orientaciones académicas diversas.

CONCLUSIONES

Para la realizacion del presente trabajo se cumplié de forma favorable el objetivo
general, ya que se consultd, se selecciond y se sintetizd, bibliografia actualizada del drea
bioquimica, con la finalidad de dar a los lectores informacién confiable e ilustrativa de
cada uno de los temas que conforman el curso tedrico de la asignatura. de Bioquimica
General impartida en la Carrera de Ingenieria en Alimentos, pudiéndo ser también
empleado en cualquier curso de Bioquimica General.

La finalidad fundamental del manual de Bioquimica General pretende ser un apoyo
para la imparticidn de la asignatura, agilizando el curso tedrico, ademds de buscar la
comprensién de los diferentes temas, relacionandolos con esquemas que de manera

importante ayudan a la retencién de los mismos.
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