Bioenergetica

Diferencia fundamental entre una célula y el conjunto de
moléculas que la componen es su mayor organizacion
con respecto al medio:

Axioma

"los organismos vivos presentan un alto grado de
orden, y cuando crecen y se dividen crean mas
orden a partir de materiales que estan en un mayor
grado de desorden”

Principios de Termodinamica

* Principio Cero:
+ Si dos sistemas se encuentran en equilibrio con un tercero, entonces, estan en
equilibrio entre si.

* Equilibrio: intercambio energético minimo, que no implica cambio de energia de
cada sistema.
* Primera Ley:
+ “La Energia de un sistema aislado es constante”

 Principio de Conservacion de Energia: la energia puede cambiar de estado, pero no
se crea o se destruye.

P Segunda Ley T

* “El calor no puede fluir desde una zona fria a una mas caliente.”

* Decaimiento. A lo largo del tiempo, las energias de un sistema tienden a disiparse.
La Entropia es la medida de cuanto ha progresado, aumentando a lo largo del

% tiempo y 51end0 maxima cuando el sistema llegue al equilibrio
: e et

* Tercera Ley (poco importante en biologia)
* En la medida que un sistema se aproxima al cero absoluto de energia, todos los
procesos cesan.

» Cero absoluto, donde toda actividad se detendria es —273.15 °C
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CAMBIOS DE ENTROPIA

S: entropia del estado
A — B
p: probabilidad del estado

El cambio de entropia (Sg-S4) O In pB/pA

AS = R In pg/pa

El cambio de entropia para convertir 1 mol de Aa B es igual a la
constante de los gases R ( 2 cal. grad-! mol-') multiplicado por el
logaritmo natural de la razén de probabilidad del estado B dividido
por la probabilidad del estado A.

Si el proceso es espontaneo, B/A > 1 y AS sera positivo.




LA ORGANIZACION CELULAR Y EL SEGUNDO
PRINCIPIO DE LA TERMODINAMICA.

El segundo principio de la termodinamica:
"los sistemas cambian espontaneamente de estados de
baja probabilidad a estados de alta probabilidad”.

Ya que los estados de baja probabilidad son mas ordenados,
se establece que "el universo cambia constantemente a un
estado de desorden mayor (AS univ >0)".

¢, Como cumple la organizacion celular este segundo
principio?

El cambio de entropia (Sg-S,) Ol In pB/pA
AS =R In pg/p,

Sistema, medio, universo:

medio célula
i

energia
——pe

AS sistema + AS medio = AS universo (1°" principio de la TD)

Las células para ordenarse utilizan energia. Parte de la energia
utilizada se libera al medio en forma de calor.




energia
B

El calor liberado induce un cambio de entropia en el medio
determinado por la relacion AS,,y, = h/T

ASuniverso = ASsistema + ASmedio

AS sistema: negativo
AS medio: positivo

El cambio de entropia inducido en el medio es mas grande que el
cambio de entropia del sistema, por lo que

AS universo >0
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Figure 2-36 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)




ENTALPIA (H)

La célula entrega energia al medio en forma de calor (h) y de trabajo (PAV).

La entalpia (H) es la funcion termodinamica que integra la energia caldrica
y el trabajo realizado por el sistema:

AHg = -h + PAV

"el cambio de entalpia de un sistema es igual al calor transferido al
medio mas el trabajo realizado por el sistema”

En la mayoria de los sistemas bioldgicos PAV es muy pequefio por lo que
AH =-h

sistema

Un proceso que entrega calor al medio (AHg negativo) es un proceso

de tendencia espontanea porque el sistema llega a un estado
energético mas bajo y por lo tanto mas estable.

Trabajo (Pav)

Active outward transport of ions (protons)
H+
@
i

(d) Electrical work

tri gyt

Charge gradient
across membrane
(membrane potential)

Active inward
transport of
molecules

Concentration gradient
across membrane

(c) Concentration work

(e) Heat




A veces es dificil predecir si un proceso es o no
posible, porque su probabilidad de ocurrencia
depende tanto del cambio de entalpia como del
cambio de entropia.

Por ejemplo, un sistema que entrega calor al medio
(AH -), y disminuye su entropia (AS

sistema sistema _)'
Una relacion muy utilizada para determinar la
espontaneidad de un proceso biolégico es la

determinacidén de la energia libre de Gibbs o G.

ENERGIA LIBRE

La funcidn combinada G relaciona los cambios de entropia
y de entalpia en el sistema:

G=H-TS; o: AG = AH TAS

sistema ~

(@ T ctte)

sistema " sistema

ASpedic = NT

"el cambio de energia libre de un sistema es igual
al cambio de entalpia de este sistema menos el
cambio de entropia del sistema multiplicado por la
temperatura absoluta”.




Si no hay cambio de volumen, AH = -h (calor transferido), y

AG =-h - TAS

Como el 2do. principio de la termodinamica dice que AS del

universo es siempre positivo se cumple que una reaccioén

ocurrira en forma espontanea si AG es negativo.

AG=AH-TAS

I I

food molecule
molecule "_needed by cell
energetically energetically
favorable unfavorable
reaction reaction
oxidized food molecule
molecule available in cell

ATP: conecta
CATABOLISM  ambos procesos ANABOLISM

Figure 2-55 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)




Fotosintesis y Respiracion como Procesos

Complementarios.
PHOTOSYNTHESIS RESPIRATION
€O, + H,0 0, + SUGARS SUGARS + 0,—H,0 + CO,
o co, co, 0,

PLANTS SUGARS AND MOST
H,0 ALGAE OTHER ORGANIC LIVING H,0
SOME BACTERIA MOLECULES ORGANISMS

USEFUL

CHEMICAL
BOND
ENERGY

Energia que permite Trabajo
Bioldgico:

Sintesis de macromoléculas,
trabajo mecanico.

Figure 2-41 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)

ATP

La ruptura de los enlaces fosfoanhidrido libera energia (reaccién con un valor
de energia libre negativo) ——— TRABAJO BIOLOGICO
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Moléculas de relevancia en el Metabolismo

Table 2-5 Some Activated Carrier Molecules Widely Used in Metabolism

ATP phosphate

NADH, NADPH, FADH, electrons and hydrogens
Acetyl CoA acetyl group
Carboxylated biotin carboxyl group
S-Adenosylmethionine methyl group

Uridine diphosphate glucose glucose

Table 2-5 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)
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2 Piruvato + 2ATP + 2NADH + 2H* + 2H, (10 reacciones sucesivas)

Glucosa + 2ADP + Pi + 2NAD = i glicolisis

condiciones condiciones
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condiciones
aerdbicas
2 Etanol + 2CO, 2CO 2 Lactato
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Células animales, vegetales
y muchas bacterias bajo
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¥ Fermentacion, o, como sacar
«» & energia rapidamente de la glicOlisis
v y no quedarse sin NAD+
F-1,6-BP

(B) FERMENTATION LEADING TO EXCRETION OF ALCOHOL AND CO,

NAD™
regeneration

H(lf =0
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2 x acetaldehyde H,C —OH

Pyruvate
NADH < CH,
'\’ NAD® 2x ethanol
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Biochemestry,V ed. Berg et al. 2000

SUMMARY OF STEPS 6 AND 7
H (o) HO (o)
Y y, Much of the energy of
\C > m \C g oxidation has been stored
| | in the activated carriers
ATP and NADH.
aldehyde carboxylic
acid

La oxidacion de la Glucosa genera ATP y NADH

Glucosa + 2ADP + Pi + 2NAD =
2 Piruvato + 2ATP + 2NADH + 2H* + 2H,0

Figure 2-72b Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)




MITOCONDRIAS

0,2 A 10 um de diametro
1 a4 um de longitud

DNA
mitocondrial
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ATP sintasa Membrana externa

(FoF,) permeable a iones y
moléculas pequeias . . L,
crestas / 4. Estas reacciones de oxido-reduccion
Membrana interna permiten generar una diferencia en la
impermeable a la mayor parte de los i A
iones y moléculas pequefias incluyendo H*. _Conc_entraCIon de' prOtones entre el
/ e adores de interior y el exterior de la membrana
| electrones (complejos I-1V) interna de las mitocondrias. El
i’ percambladores ATP-ADP transporte de los protones a favor
; “otros transportadores de su gradiente de concentracion
i‘.

(AG<<0) permite acoplar fosfato a
ADP, generando el grueso del ATP
. producido por la conversidon de glucosa
’ —— Matriz a CO2

contiene:
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Origen de las Mitocondrias

Caracteristicas probables de los protoeucariontes

1. Células Depredadoras:

*  Sin pared celular, por lo tanto, capaces de fagocitar.

* Gran Tamafo,

* Citoesqueleto

* Nucleo protegido (de las presas y de las enzimas digestivas).

Caracteristicas probables de las protomitocondrias

1. ¢Parasitos intracelulares? Poco probable debido a su eficiente metabolismo.

2. Cadena transportadora de H+ en la membrana. Probablemente asociada ya a la generacion
de energia, pero desarrollada inicialmente para...

3. Sin nucleo definido.




T Plants

Plan\tas

Eucariontes

Early diversification of
algal/plant lineages and
gene transfer to the host

oy Origin of

';’ plastids

Ancient
protozoon

Early diverslﬂcaﬂén of
eukaryotic lineages and
gene transfer to the host

Origin of mitochondria

Ancient The ho

proteobacterium that acquired
mitochondria

Cianobacterias

Protobacte@as

Arqueobacterias

Endosimbiontes Intracelulares que derivaron de procariotes de vida libre han dado origen a
dos organelos citoplasmaticos:

Las Mitocondrias se originaron a partir de una a-proteobacteria, mientras que los cloroplastos
derivan de las cianobacterias. Ambos organelos han transferido un niimero sustancial de genes a sus
hospederos. Las caracteristicas del hospedero de las mitocondrias son controversiales, se sabe que
estuvo relacionado con las ARCHAEBACTERIA, pero se desconoce su organizacion intracelular
(procarionte, eucarionte o intermedio) y sus genética  Timmis et al, 2004, Nature Reviews Genetics. 123-135

. .z . Intermembrane Cristae
Organizacion morfo-funcional 11 space
Outer Cristae junctions
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Cardiolipina, difosfatidilglicerol




Las mitocondrias son organelos moviles y activos

Movimiento: Las mitocondrias no son organelos sésiles. Estan asociados al citoesqueleto y
responden a estimulos.

Division: équé forma tiene una mitocondria? Estamos acostumbrados a una visidn estatica,

sin embargo, las mitocondrias forman reticulos mitocondirales o se dividen en multiples
organelos.

mitochondrial

_ DNA
— — —
) -

Imagenes de Alberts et al.
MBC, 2008

FISSION
—_—

-—
FUSION

(A)

©

péptido sefnal de
translocacion a
mitocondrias+GFP.
Expresado en
levaduras.
Microscopia Confocal




Mitocondrias en movimiento por sobre citoesqueleto de microtibulos. Células H9c2 expresan
tubulinaGFP, con las mitocondrias marcadas con mitoDsRed.
Yi et al, 2004. JCB, Volume 167, Number 4, 661-672




piruvato acidos grasos

membrana

interna
membrana
piruvato  acidos grasos externa
N e

acetilCoA

Ciclo de Krebs: Sustratos y Productos

Acetil-CoA + 2H,0 + 2FAD + 3NAD + +GDP + Pi = 2CO, + 2FADH,+ 3NADH + 3H*+GTP

MITOCONDRIA

Gradiente de protones
,T\ A
I > .
N
H+
\ H+

- X
2 50

— _J/
Productos

Vias metabdlicas que ocurren en la mitocondria: Ciclo de Krebs y Fosforilacion Oxidativa




+2 e-

EN RESUMEN:
+H+

Para entender la
fosforilacion oxidativa
SIGAN LOS
ELECTRONES

2P——Adenosine

Estructuras del NAD y del FAD en sus formas oxidadas y reducidas

Transporte de sustratos al interior de la mitocondria:
piruvato y Acil-CoA-de-AcGrasos

0o o HSCoA CO,

NAD* NADH —FAD




Activacion: de piruvato a Acetil-CoA,

Las mitocondrias pueden usar piruvato (CH;-CO-COO") o acidos grasos como combustible,
para formar la importante molécula portadora activada: acetil CoA.

El piruvato generado durante la glicdlisis es transportado a través de las membranas
mitocondriales a la matriz. Alli reacciona con la coenzima A para formar acetil CoA, NADH
y CO, en una reaccion catalizada por el complejo piruvato deshidrogenasa.

complejo piruvato deshidrogenasa

+12 dimers of
8 trimers of +6 dimers of pyruvate decarboxylase
lipoamide reductase- dihydrolipoyl
transacetylase dehydrogenase

 acetyl
group

nucleotide

r 1
|\< »‘l OHH Q II' (“»l,llu o o

X 78 = C—CN—-C—C—C-N-C~C—C—C~0—-P—0—P~0—CH,

' || | | Josi e :
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O/ HAH HHH OHCHH O O

high-energy
e RIBOSE
acetyl CoA

L 1
acetyl group CoA

Ciclo de Krebs

Piruvato (ciclo de los acidos tricarboxilicos)
(ciclo del acido citrico)
Acetyl-CoA
Matriz Mitocondrial
Ci
. Oxidacion del gr acetilo proveniente del
Oxalodcetate piruvato hasta CQ;%.
NADH <« - i
- > NADH
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Malate
a-Ketoglutarate Oxidati
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Fu ate —->NADH
Fosforilacion Succidfl Coa
FAD g
Oxidativa < te 4{“

o Energia quimica
(ATP)




Ciclo del acido citrico

[vov PO
(0] H5-Coa The complete citric acid cycle. The two
e ‘{ carbons from acetyl CoA that enter this
COO \ turn of the cycle (shadowed in[f@d|) will
pyruvate CO, p.S acetyl CoA (2C) be converted to CO, in subsequent turns
of the cycle: it is the two carbons
81,-8-5-CoA shadowed in blue that are converted to
HS—CoA CO, in this cycle.
N 0
e €oo H, .
c=0 goo
X CH, 1,
m‘" é(i)‘ HO (. ‘C(xf
Step 1 -C= Step 2
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ATP formado =?

Fosforilacion Oxidativa = Sintesis de ATP manejada por la transferencia de
electrones hasta el Oxigeno y la formacion en paralelo de un gradiente de H+.

Fotosintesis = Sintesis de ATP manejada por la luz solar.

=—p Explican la mayor parte del ATP producido por los
organismos aerobios.

—p Ladegradacion de carbohidratos, acidos grasos y aminoacidos
convergen en esta etapa.




Fosforilacion Oxidativa

FADH,

FAD — Fe-S

(Complejo 1)

Cianuro

CcO
Azida

Succinato deshidrogenasa

"

NADH - Q
i deshidrogenasa
(Complejo 1)
CoQ
i CoQ - Citc
reductasa
} (Complejo I1I)
Citc

Cit ¢ oxidasa
(Complejo IV)

FOSFORILACION OXIDATIVA

La energia derivada del transporte de electrones se acopla a la formacion de un

gradiente de protones.

El complejo V (ATPasa) acopla eI f|UJO energetlcamente favorable de los H* a la

sintesis de ATP.
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NADH = 3 moléculas de ATP
FADH, = casi 2 moléculas de ATP

El ATP producido se usa para
realizar Trabajo Biolégico.




Acoplamiento quimiosmotico

La hipotesis quimiosmotica, propuesta por Peter Mitchell en 1961, consistia de
cuatro postulados. En términos de las funciones de la mitocondria eran los
siguientes:

1.- La cadena respiratoria mitocondrial es translocadora de protones. La cadena bombea
protones fuera de la matriz cuando se transportan electrones a lo largo de ella.

2.- El complejo ATP sintasa también transloca protones a través de la membrana interna.
Debido a su actividad reversible puede usar la energia de la hidrélisis del ATP para
bombear protones a través de la membrana, pero si existe una gradiente electroquimica de
protones suficientemente grande, los protones fluyen en direccion inversa a traveés del
complejo y permiten la sintesis de ATP.

3.- La membrana mitocondrial interna es impermeable a H*, OH- y en general a cationes y
aniones.

4.- En la membrana mitocondrial interna existe un conjunto de proteinas transportadoras
encargadas de la entrada y la salida de metabolitos y de ciertos iones organicos.

Fosforilacion oxidativa

La fosforilacion oxidativa es el proceso en cual se forma ATP como resultado de la
transferencia de electrones desde el NADH o FADH, al O, por medio de una serie de

transportadores de electrones en la membrana interna mitocondrial.

Las reacciones de la via glicolitica y del ciclo de Krebs producen la conversién de
1 molécula de glucosa en 6 de CO, vy la reduccién de 10 NAD* a 10 NADH y 2 FAD a

2 FADH,.

electron at

"\ H" ions (protons)
high energy

electronat © g

low energy ©
o 0 O

STAGE 1: ELECTRON TRANSPORT
DRIVES PUMP THAT PUMPS
PROTONS ACROSS MEMBRANE

(A)




Fosforilacion oxidativa

La fosforilacion oxidativa es el proceso en cual se forma ATP como resultado de la
transferencia de electrones desde el NADH o FADH, al O, por medio de una serie de

transportadores de electrones en la membrana interna mitocondrial.

Las reacciones de la via glicolitica y del ciclo de Krebs producen la conversion de
1 molécula de glucosa en 6 de CO, vy la reduccién de 10 NAD* a 10 NADH y 2 FAD a

2 FADH,.
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STAGE 2: PROTON GRADIENT IS
HARNESSED BY ATP SYNTHASE
TO MAKE ATP

(B)

Fosforilacion oxidativa

El NADH y el FADH, transfieren electrones a la cadena respiratoria ubicada en |la

membrana interna mitocondrial (MIM) constituida por

enzimaticos:

tres grandes complejos

el complejo I NADH deshidrogenasa (NADH-CoQ reductasa, 880 kD) , el complejo III
citocromo b-c1 (CoQ-citocromo c reductasa) y el complejo IV citocromo c oxidasa.
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Sintesis quimiosmdtica de ATP

La sintesis de ATP se realiza utilizando la energia almacenada en forma de gradiente
electroquimico de protones a través de la membrana interna, via la ATPasa FF;.

Este mecanismo, de un acoplamiento quimiosmético fue propuesto por Peter Mitchell en
1961, hipotesis que no fue aceptada al comienzo pero después fue comprobada
experimentalmente. P. Mitchell recibié por ello el premio Nobel en 1978.

INTERMEMBRANE SPACE H
=120 mv
A R RRE R,
H* . . proton-motive mumbvi_mc
W W m:xﬁ;‘;:g”a' |: force due to potential
H+ | H*
+44+ MATRIX SPACE H*
-—— H7
0, e H h
e INTERMEMBRANE SPACE H® HH H 7 H
H*H H HH
AP e | H* H H'H*H* H
H,0 - nner . proton-motive H*concentration
H Matrix ATP +P ::ft:::&t;:inal force due to gradient ApH
Membrane ’ H
MATRIX SPACE
X S He oHB

Los 2 componentes del gradiente electroquimico de protones

Sintesis de ATP

La ATPasa FyF, funciona esencialmente
como un motor molecular.

Estan formadas por dos dominios: F, y
Fo

El complejo FyF; o ATPasa FyF; acopla el

flujo de protones a favor de su gradiente
a la sintesis de ATP.

Actlia como una ATP sintetasa. (3 H*s/
ATP)

F, contiene tres tipos de subunidades a,
byc.

F, estd compuesto de 5 polipéptidos
diferentes: o, B, v, d Yy €,

transmembrpine
H* carriet
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Sintesis de ATP

La ATPsintasa (o
sintetasa) es en esencia
un motor molecular.

Estan formadas por dos
dominios: el rotor y la
porcion F,/F,

El rotor permite acoplar el
flujo de protones a favor
de su gradiente de
concentracion a la sintesis
de ATP realizada por el
complejo FyF,

Actla como una ATP
sintetasa. (3 H*s/ATP)

F, contiene tres tipos de

subunidades a, by c.
F, estd compuesto de 5

polipéptidos diferentes: «,
By dye,

écomo evoluciond?

Los motores moleculares con caracteristicas similares a la FOF1 ATP-sintetasa pueden
rastrearse a su similitud con los flagelos bacterianos.

—




flagellum

EXTRACELLULAR SPACE

outer bacterial
membrane
== peptidoglycan
layer

H* H*
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membrane
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membrane)

t

stator rotor H*
proteins proteins
L 1

proton pump

flagellar motor rotating at more CYTOPLASM
than 100 revolutions per second

ATPasas de membrana tipo F

Estan presentes en las membranas plasmaticas de las bacterias, en la membrana tilacoide de
cloroplastos y en la membrana interna de las mitocondrias.

Catalizan la reaccion de sintesis de ATP (AG > 0) a partir de ADP y Pi.

La energia proviene del gradiente de potencial electroquimico de protones (H*) a través de la
membrana generado por la actividad de la cadena transportadora de electrones. Es decir,
acttan como ATP sintetasas.

Al igual que las ATPasas tipo V estan formadas por dos dominios: F; y F,

El complejo integral F, contiene tres tipos de subunidades a, b y c: (a;b,c,, en bacterias) y
contiene el canal a través del que se transportan los protones. El complejo F, esta compuesto
de 5 polipéptidos diferentes :a.f, y .

ADP + Pi —— ATP

3 .
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Outer Cristae junctions
membrane
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membrane

Matrix

Rotation

H+

Lodish et al. 2000 H* H* espacio inntermembranas




ATPasas de membrana tipo V

Presentes en las membranas de las vacuolas y en organelos como lisosomas, reticulo
endoplasmico, cisternas del aparato de Golgi y vesiculas cubiertas, bombean
electrogenicamente H* desde el citosol al lumen del organelo (hidrolizando ATP).

Una cabeza (V,) hidrofilica que esta orientada hacia el citoplasma y donde se realiza la
hidrolisis del ATP.
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H 8 { ‘
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Comparacion entre mitocondrias y cloroplastos
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Luz

Excitacion electronica a
niveles de mayor energia.

Sucede:

Transferencia electronica

receptor de

electrones (Fotosistemas).

La clorofila capta
electrones del Agua.
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Esquema de un Fotosistema (Centro de reaccién+Complejo Antena)

luz moléculas de
clorofila en el
complejo antena

salida de una
molécula B lle-

vando un electron

de “alta energia”

entrada de una
molécula A lle-
vando un electrén
de “baja energia”

)&’ membrana

“par especial” de moléculas de entro de reaccion

clorofila del centro de reaccion complejo
proteina-pigmento

fotosistema |

_-\\\ "/// f d
o0 se forma una ~ ferredoxina

gradiente

e NADP
1000 fotosistema Il electroquimica reductasa
que genera ATP
W

\\'

nH*

~ |
200 \O b -f

400 plas oqumona e @

potencial redox, mV

600 plastocianina

direccion del flujo de electrones




luz luz

complejo

estroma

membrana
del tilacoide |
) 2H,0 gradiente
enzima que ferredoxina electroquimica
“rompe” agua de
protones
espacio 0, +4u* it
intratilacoide complejo b-f NADP reductasa

fotosistema II fotosistema I

En la membrana tilacoidal ocurre la transferencia electrénica, a la par, los H+ son
bombeados hacia el interior del tilacoide. El flujo de estos H+ retornando al estroma a

través de la ATP asa permite la sintesis del ATP.
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Reaccion catalizada por la ribulosa-1,5-bisfosfato
carboxilasa oxigenasa (Rubisco)

ribulosa-1,5-
bisfosfato HZOP
H,OP 4 H,OP ) H—(-OH
0=C=0 + (=0 _, |9Sc-0on -00"
HC-OH |9 (-9 < _
H-C-OH H-C-OH (20
di6xido H,OP H.OP H-C-OH
de carbono _ L J H,OP

2 moléculas de
3-fosfoglicerato

intermediario

three molecules

Ciclo de Calvin Benson [ co. | «|

three molecules /’R six molecules

ribulose 1,
5-bisphosphate

3
e
3 three molecules 6

ribulose 5C .
5-phosphate six molecules

1 1,3-diphosphoglycerate l 3C|
®— o [T
6[NADP
\ five molecules six molecules 6

glyceraldehyde
3-phosphate

5C | 3-phosphoglycerate ‘BCI

3C glyceraldehyde
3-phosphate

three molecules of

CO; fixed give a net

yield of one molecul one molecule H—C=0
of glyceraldehyde glyceraldehyde 1

|
3-phosphate at a net 2 3C H—C—OH
cost of nine molecules SElotehate |

of ATP and six l CH,0(P)

molecules of NADPH

SUGARS, FATTY ACIDS, AMINO ACIDS




