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Electronic energy —resulting either from electron excitation or localization— is the obligato-
ry link between the different forms of energy (light, redox, acid-base, metahosphate-orto-
phosphate) transducible by biochemical systems, The key in energy coupling between any two
transducing systems lies precisely in the fact that both of them share a common intermediate
that cyclically participates in the overall transduction process by alternating between its
electronically energized state and its unenergized basal state. All the energy-transducing bio-
chemical systems must operate, according to their nature and character of the energization,
at two midpoint redox potentials, at two pKj’s, or at two phosphate transfer potentials. Three
basic energy-transducing systems in bioenergetics, namely, redox, acid-base and metaphospha-
te-ortophosphate, couple between them through the acylium cation [R—€=O]**—carboxy-

late anion (R—COO7) pair. These forms are, respectively, twice-energized and unenergized
and can accept, at two energy levels, either two electrons or two protons or the ortophos-
phate anion (H,PO,;") and the ‘“‘zwitterion” metaphosphate (~PO; **). Both at the sub-
strate level and at the membrane level, ortophosphate energization to metaphosphate, by
removal of an oxide anion (0?7), brings about a decrease in pK, with the concomitant
dissociation of the two protons (2 H?™), whereas deenergization of metaphosphate to
ortophosphate, by addition of an oxide anion, brings about an increase in pK, with the
concomitant fixation of two protons. One of the greatest discoveries of bioenergetics was
the introduction in cell metabolism of the one-electron redox photosystem chlorophyll
a and was followed by the starting of the one-electron/one-proton redox/acid-base energy-
transducing systems of the photosynthetic and respiratory electron transport chains.

INTRODUCCION

La fusidén termonuclear es la fuente primaria
de energia en nuestro Sol (hacia 1 Mton
s ? de materia aniquilada =~ 10%° W). A su
vez, la vida en nuestro planeta depende de
manera admirable y casi absoluta de la
energia solar radiante que incesantemente
llega a la biosfera en cantidades ingentes
(hacia 10'7 W ~3 x 10* J afio™"), donde
es parcialmente convertida (hacia 10'* W
>3 x 10%! Jafio™!) en energia quimica por
el reino vegetal durante la fotosintesis.
La fotosintesis es, ciertamente, el Gnico
mecanismo para atrapar, transducir y alma-
cenar la energia luminosa del Sol en bioma-
sa (hacia 3 x 10*' J ano™! =200 Gton

afio™') y oxigeno molecular (Guerrero y
Losada, 1983; Losada, 1985).

La fotosintesis consiste esencialmente en
la transduccion de la energia luminosa en
energia electronica y subsiguientemente en
energia redox. Esta energfa es posterior-
mente utilizada —m4ds o menos directamen-
te y tras su transformacion parcial en otras
formas de energia— en la oxidacion del
agua (Van Niel, 1941; Warburg, 1964;
Hill, 1965; Metzner, 1981; Govindjee,
1982) y en la reduccion y asimilacion de
los bioelementos primordiales, a saber,
carbono, nitrogeno, azufre y fosforo
(Calvin y Bassham, 1962; Losada, 1976;
Losada y Guerrero, 1979; Bothe y Trebst,
1981). De hecho, parte de la energia redox
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generada fotosintéticamente es convertida
eventualmente —también a través de ener-
gia electronica— en energia metafosfato-
ortofosfato (Arnon, 1977) para coadyuvar
mds tarde en las reacciones reductivas y
asimilatorias de los bioelementos. En efec-
to, al pasar de nuevo a ortofosfato, el me-
tafosfato permite, por un lado, la energeti-
zacion de los electrones a un nivel aiun mds
alto y, por otro, la polimerizaciébn, por
deshidratacion, de los sillares moleculares
fotosintetizados (aminodcidos, nucleébtidos,
azucares, dcidos grasos) en los componen-
tes mayoritarios del material celular (pro-
teinas, dcidos nucleicos, polisacaridos, 1i-
pidos).

En contraposicion con la fotosintesis,
la respiraciéon consiste esencialmente en la
transducciébn —mas o menos directa, pero
también a través de energia electronica—
de la energia redox almacenada en los bio-
elementos reducidos y en el oxigeno mo-
lecular en energia metafosfato-ortofosfato
(Lipmann, 1941; Krebs y Kornberg, 1957,
Warburg, 1964; Lehninger, 1965; Keilin,
1966).

Uno de los grandes avances en el me-
canismo de la sintesis de ATP a nivel de
membrana, tanto en el proceso de la fosfo-
rilacién fotosintética (Arnon, 1977) como
de la oxidativa (Lehninger, 1965; Kal-
ckar, 1969; Ochoa, 1980), fue la proposi-
cion, en los afios 60, de la hipotesis qui-
miosmoética por Mitchell. Este autor for-
mulé (1961, 1979) que la energia redox
liberada durante el transporte de electro-
nes a lo largo de las cadenas fotosintética
y respiratoria genera, a través de las res-
pectivas membranas, un gradiente electro-
quimico de protones que es utilizado por
las ATP sintasas para la fosforilacion del
ADP. Hay que enfatizar, sin embargo, que
el mecanismo de estos dos procesos de
acoplamiento energético en las membranas
tilacoidales, citoplasmicas bacterianas y mi-
tocondriales contintia siendo uno de los
retos mds importantes de la moderna biolo-
gia a resolver por los bioenergetistas (Bo-
ver et al, 1977; Williams, 1978; Carafoli
y Scarpa, 1982; Slater et al., 1985).

Nosotros hemos propuesto reciente-
mente (Losada, 1978; 1979a, 1985; Losa-
da et al., 1983) un concepto unificado de

la transduccién biologica de la energia,
en el sentido de que la energia electréni-
ca —resultante bien de la excitacion o bien
de la localizacién de los electrones— es
el eslabon intermediario obligatorio entre
las diferentes formas de energia (luminosa,
redox, dcido-base, metafosfato-ortofosfato)
transducibles por los sistemas bioquimi-
cos. El punto clave del acoplamiento ener-
gético entre dos sistemas transductores
cualesquiera estriba precisamente en que
ambos comparten un intermediario comun,
que ciclicamente participa en el proceso
global de transduccion de una forma de
energia en otra, alternando entre un estado
electronicamente energetizado y un estado
basal desenergetizado. Ciertamente, para
funcionar como tales, todos los sistemas
bioquimicos transductores de energia han
de ser capaces de operar —de acuerdo con
su naturaleza y cardcter de la energetiza-
cion— a dos potenciales redox estdndar
E’y (aceptando y cediendo uno o dos
electrones a dos niveles de energia), a dos
pK, (aceptando y cediendo uno o dos pro-
tones a dos niveles de energia), o a dos
potenciales de transferencia de fosfato,
PTP, es decir, aceptando y cediendo, o
viceversa, un anidon metafosfato monomé-
rico doblemente energetizado (~PQO;  **)
v un anién ortofosfato estabilizado, en su
forma desprotonada (PO, % ) o diprotonada
(H; PO, ).

Es muy importante subrayar, para com-
prender una parte esencial de este trabajo,
que el catién acilio [R—C=0]** —estabi-
lizado cinética, que no énergéticamente,
de manera usual como tioéster— es la forma
doblemente energetizada, por remocion de
un anién 6xido (0?°), de la forma estable
del anién carboxilato (R—COO™), y que
este par (1/2 eV molécula™') actiia como
intermediario comun universal en la trans-
duccion de las otras formas de energia,
a saber, redox (dos electrones), acido-base
(dos protones) y metafosfato-ortofosfato
(un grupo). Igualmente importante es re-
saltar que la desenergetizacion del anidn me-
tafosfato —que es, de hecho, un ‘“‘zwitte-
rion” metafosfato, o fosforilio (~*PQO4 > **,
~2*PQ, 3 **)  ysualmente estabilizado ci-
nética, que no energéticamente, por su
union al ADP— a anion ortofosfato (ha-
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cia 1/3 eV molécula?) conlleva la adicion
de un ani6n o6xido (O? °), primero, y de
dos protones (2 H*), después, o de agua
(H,0) en su caso, y que la energetizacion
del ortofosfato a metafosfato es promovi-
da por la remocion de un anién o6xido y
va seguida de la disociacion de sus dos
protones.

En resumen, podemos concluir que du-
rante el proceso fotosintético tiene lugar
la siguiente transduccion secuencial de la
energia luminosa en energia quimica por
los organismos fotoergonicos: los fotones
(hv) energetizan primero a los electrones
(e - e*) a través del fotosistema redox
clorofila @ de los centros de reaccion;
subsiguientemente, los electrones energeti-
zan a los protones (H* - H'*), a través
de las cadenas ciclica y no-ciclica de
transporte de electrones; a su vez, los pro-
tones energetizan el ortofosfato (Pj) a
metafosfato, o fosfato rico en energia
(~P**) a través de la ATP sintasa (fosfo-
rilacién fotosintética); finalmente, el meta-
fosfato transfiere su energia, desenergeti-
zandose a ortofosfato, durante la reduccion
y asimilacion de los bioelementos.

Posteriormente, durante el proceso respi-
ratorio, tiene lugar la siguiente transduc-
cion secuencial de la energia redox en
ATP por los organismos quimioergonicos:
primero, en las fases preparatorias de la
respiracion —glicolisis y ciclo oxidativo
de los dcidos tricarboxilicos— los electro-
nes energetizan directamente el ortofosfa-
to a metafosfato (fosforilacion a nivel
de sustrato); después, en la fase respira-
toria propiamente dicha —cadena respira-
toria—, los electrones energetizan alos pro-
tones y, a continuacion, éstos, a través de
la ATP sintasa, el ortofosfato a metafosfato
(fosforilacion oxidativa).

Ciclo de electrones y protones
en bioenergética

Como muestra la Figura 1, el proceso
fotosintético implica a escala mundial
el bombeo ininterrumpido, a una diferen-
cia de potencial de aproximadamente un
voltio, de una cantidad astronémica de
electrones (hacia 10** e s?'=1 Gmol e

- A/A
P 7« \,: -p

=1V
=10 W ) .
=1 Gmol e s~
hr ~p
H,0/0,

Fig. 1: Ciclo de los electrones en bioenergética. Durante
la fotosintesis, los electrones procedentes de la oxida-
cién del agua (H,0) a oxigeno molecular (O;) son im-
pulsados cuesta arriba, primero, a expensas de energia
luminosa (hV), hasta el nivel de potencial del electrodo
de hidrégeno (e) y, después, a expensas de energia meta-
fosfato (~~P), hasta el nivel de potencial de los bioelemen-
tos primordiales, cuyas formas oxidadas (A) se reducen
durante el proceso. Posteriormente, durante la respira-
cidén, los electrones suministrados por los bioelementos
reducidos (A”) caen cuesta abajo, primero hasta el nivel
de potencial de los coenzimas redox que surten la cadena
respiratoria (e) y, después, en cascada, hasta el oxigeno
molecular, que se reduce a agua. La energia redox liberada
durante las fases anaerObica y aerébica de la respiracion
se transduce eventualmente, a nivel de sustrato y de mem-
brana, respectivamente, en energia metafosfato (~P). A
escala mundial, el ciclo implica el bombeo incesante, a
una diferencia de potencial del orden de un voltio, de
hacia un gigamol de electrones por segundo, lo que re-
quiere un consumo de energia de hacia cien terawatios.

s') desde el agua (hacia 10* ton s') a
los bioelementos oxidados (hacia 100
Gton afio? de carbono y 10 Gton afio™
de nitrogeno) y conlleva, primero, la
transduccion de la energia luminosa en
energia redox y, después, la de parte de
ésta —a través de energia acido-base— en
energia metafosfato-ortofosfato, que es de
nuevo convertida en energia redox para
subir los electrones a su mds alto nivel.
El ciclo fundamental de los electrones en
bioenergética se cierra posteriormente al
ceder los bioelementos reducidos sus elec-
trones al oxigeno molecular, transferencia
que incluye —como etapas sucesivas en la
caida de los electrones— las fases anaerdbi-
ca, primero, y aerobica, después, de la res-
piracion. El proceso respiratorio conlleva
la transduccion directa e indirecta, a tra-
vés de energia icido-base, de la energia
redox en energia metafosfato-ortofosfato
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(Losada, 1976, 1978, 1979a; Losada y
Guerrero, 1979; Losada et al., 1983).

En consecuencia, la fotosintesis es un
proceso endergdénico (a expensas de la
energia de la luz) que consiste esencial-
mente en la oxidacién del agua a oxigeno
molecular a alto potencial (Ey,’, pH 7,
+0,82 V), es decir, a baja tension de elec-
trones (e), y en la reducciéon concomitante
—seguida de su asimilacion— de los bioele-
mentos oxidados a sus formas reducidas a
bajo potencial, mds o menos similar al del
electrodo de hidrogeno (£y,’, pH 7, —0,42
V), es decir, a alta tensidon de electrones
(e*). Por el contrario, la respiracién es un
proceso exergbdnico acoplado a la sintesis
de ATP, que consiste bdsicamente en la
oxidacion de los bioelementos reducidos
a sus formas oxidadas v en la reduccién
concomitante del oxigeno molecular a
agua.

* 4
LH% 02 \<e
5 [H202+] 5 02-

x %4 H*
‘e 2H,0

Es importante mencionar que tanto la
fotosintesis como la respiracién son proce-
sos redox que conllevan la liberacién y
fijacion de protones como consecuencia
de la oxidacion y reduccion de sus respec-
tivos substratos (Losada, 1978, 1979a,
1985; Losada y Guerrero, 1979; Losada
et al., 1983). Asi, el proceso redox foto-
sintético va acompafiado de la liberacion
de protones a bajo pH (Hj'*), al oxidarse
el agua en el espacio interno (i) intratila-
coidal, y de la fijacion de protones a alto
pH (Hgy'), al reducirse los bioelementos
oxidados (A) a sus formas reducidas
(AH4) en el espacio externo (o) extrati-
lacoidal, de acuerdo con el esquema de la
Figura 2 y de las siguientes ecuaciones:

2HO ——4e + 4Hj* + O,
A +4e* + 4Ho" — AH,

AH,
ne, nﬁ/( >\ne. nH'
A

Fig. 2: Oxido-reduccién del agua y de los bioelementos primordiales. La oxidacion fotosintética del agua (2 H,0) a
oxigeno molecular (O3) conlleva la remocién de cuatro electrones (4 €) y la disociacién subsiguiente de cuatro protones
(4 H"). La reduccién respiratoria del oxigeno molecular a agua conlleva la adicién de cuatro electrones y la fijacién
subsiguiente de cuatro protones por los dos aniones 6xido (2 02 -) resultantes. La reduccién de los bioelementos oxi-
dados (A) lleva consigo la fijacion de un cierto nitmero (n) de electrones y protones, en tanto que la oxidacion de los

bioelementos reducidos lleva consigo la liberaciéon del mismo nimero de electrones y protones.

Interesa también destacar que si los sustra-
tos oxidados son, ademads, especies oxige-
nadas —como el CO,, NO;~ y SO,% —
su reduccion va acompafiada de la remo-
cion parcial o total de los pertinentes
aniones oOxido por protones (véase mds
adelante). En consecuencia, al menos en
la fotosintesis, parte de la energia redox
generada por la clorofila a de los centros de
reaccion de los fotosistemas I y II (PS I

y PS II) promueve, de este modo, un gra-
diente electroquimico transmembranal de
protones (Fig. 3), que puede, a su vez,
utilizarse en la energetizacion del ortofos-
fato a metafosfato por la ATP sintasa.
El gradiente electroquimico de protones
que se establece entre los espacios intra
y extratilacoidal actua, segin la propuesta
de Mitchell (1961, 1979), como fuerza
protonmotriz, compuesta de un gradiente
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Fig. 3. Oxidacion del agua en el espacio intratilacoidal y
reduccién de los bioelementos primordiales en el espacio
extratilacoidal durante la fotosintesis. Ocho cuantos de
luz (4 hv + 4 hp) son requeridos para la transferencia
contra gradiente, a través de los dos fotosistemas, de cua-
tro clectrones (4 ¢ > 4 e*) del agua (2 H,O) a los bioele-
mentos oxidados (A). El proceso redox va acompaiiado,
por una parte, de la liberacion, a bajo pH, de cuatro pro-
tones (4 Hi+*) en el espacio intratilacoidal y, por otra,
de la fijacion, a alto pH, de otros cuatro (4 Ho*) en el
espacio extratilacoidal. Ademas, por cada electron trans-
ferido a través de la cadena no ciclica de transporte, se
transloca un protdn, lo que, en conjunto, supone un total
de cuatro protones (4 Ho+) removidos del espacio extra-
tilacoidal e introducidos (4 Hi+*) en el intratilacoidal, con
la consiguiente potenciacion del pertinente gradiente elec-
troquimico.

de protones, o gradiente de pH (4cido en
el interior), y de un potencial de membra-
na (positivo en el interior). El que en la
respiraciébn ocurra también un fenomeno
analogo es discutible (l.osada, 1978,
1979a), ya que tanto la oxidacién de los
sustratos reducidos como la reduccion del
oxigeno molecular tienen aparentemente
lugar en los espacios intramembranales e
intramitocondriales (Lehninger, 1965).

Por otro lado, y de acuerdo, en princi-
pio, con la teoria quimiosmotica de Mit-
chell (1961, 1979), parte de la energia
redox producida por la clorofila @ de los
centros de reaccion de los fotosistemas se
utiliza también —durante el flujo ciclico
y no ciclico de electrones— en la genera-
cion de un gradiente electroquimico de
protones y eventualmente en la sintesis
de fosfato rico en energia, procesos que
ocurren vectorial y secuencialmente en la
membrana tilacoidal a través de la translo-
caciéon de protones por los citocromos

b, en un sentido (véase Fig. 3 y mads ade-
lante), y por la ATP sintasa, en el inverso,
de acuerdo con las siguientes ecuaciones:

e* + Ho'

2 Hi** + P{ — 2 Hgo" +~P**

— ¢ + Hi**

Analogamente, la energia redox respira-
toria se transduce —durante el transporte
de electrones en las membranas citoplas-
mica y mitocondrial interna— en energia
acido-base y eventualmente en energia
metafosfato-ortofosfato, procesos que ocu-
rren, también vectorial y secuencialmente,
a través de los complejos I (NADH deshi-
drogenasa), III (citocromo b) y IV (cito-
cromo a; ) de la cadena respiratoria y de la
ATP sintasa, respectivamente (véase mds
adelante).

Reduccion y oxidacion de los bioelementos
primordiales

La reduccion asimilatoria de los bioelemen-
tos requiere o no, segun sea el caso, ade-
mds de energia redox y protones, energia
adicional de fosfato rico en energia. Por
ejemplo, la reduccion del nitrato (estado
de oxidacidon + 5), via nitrito (+ 3), a amo-
niaco (—3) requiere ocho electrones y el
concurso de diez protones, quedando cua-
tro de ellos unidos directamente al dtomo
de nitrégeno reducido y utilizdindose los
seis restantes en la remocion, como agua,
de los tres aniones 6xido del nitrato, segiin
la ecuacion:

NO; + 8 ¢ + 10H"— NH," +3 H,0

Puesto que el potencial redox medio de la
ferredoxina (Fy,’, pH 7, —0,42 V) y del
piridin nucleétido (Ey,’, pH 7, —0,32 V)
—coenzimas que actlian, segin los casos,
como donadores de electrones de los enzi-
mas implicados— es mds negativo que el de
los pares aceptores nitrito/nitrato (£,
pH 7, +0,42 V) y amonio/nitrito (Ey;’,
pH 7, 40,33 V) —que, secuencialmente,
participan en la ruta asimilatoria de reduc-
cion del nitrato a amonio—, ambos pasos
son exergoénicos a pH fisiologico, no pre-
cisando, por tanto, la reaccién de ninguna
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energia adicional (Losada, 1978; Guerrero
etal, 1981 ; Losada et al.,, 1981).

En cambio, la reduccion, a pH fisiolo-
gico, del dioxido de carbono (estado de
oxidacion +4) a carbohidrato (0) requiere

3~ *
_—— (CH2 O) + HQO

CO, + 4e +4H
0 su equivalente:
CO, + 2H + 2

Desde un punto de vista potenciomé-
trico y bioenergético (Losada, 1978,
1979a, 1985; Losada et al, 1983), la ex-
plicacion de este hecho es sencilla: en pri-
mer lugar, el anhidrido carboénico no se
reduce directamente, como es el caso para
el nitrato, sino después de su fijacion a la
ribulosa-bisfosfato, apareciendo, tras un
curioso reajuste redox, como anidén car-
boxilato en una de las dos moléculas de
3-fosfoglicerato resultantes. La reaccién
de carboxilacion conlleva, ademds, la fija-
cion concomitante de una molécula de agua
y la disociacion de sus dos protones. En
segundo lugar, el potencial redox del par
3-fosfogliceraldehido/3-fosfoglicerato es
demasiado negativo (Fy,’, pH 7, —0,54 V)
—por lo que no permite la reduccién di-
recta por el piridin nucleotido (Ey,’, pH
7, —0,32 V)— pero se incrementa en
+0,25 V al energetizarse la forma oxidada
del par a 1,3-bisfosfoglicerato (£y,’, pH 7,
—0,29 V). La fosforilacion del 3-fosfogli-
cerato resulta de hecho en la energetiza-
cion de su propio grupo anionico carboxi-
lato (R—COQO") a catién acilio [R—(+3=O *®

y es concomitante con la desenergetiza-
cion del metafosfato (~PO;**) a ortofos-
fato (H,PO,). Este proceso de transduc-
cion de energia (Fig. 4) conlleva no soélo
la remocién por el metafosfato del anién
oxido del grupo carboxilato, sino la fija-
cion de dos protones del medio por el or-
tofosfato resultante, que, respecto al me-

- 3~P**

no sblo cuatro electrones y cuatro proto-
nes, sino el concurso de tres moléculas de
fosfato rico en energia (Calvin y Bassham,
1962), de acuerdo con la ecuacion simpli-
ficada:

P*

(CH,0) +H,0

+ ]**

PO;* 2H

H,PO] R—C00~

Fig. 4. Energetizacion del anion carboxilato a catién

acilio por el “zwitterion” metafosfato, El metafosfato

(~PO3~**), actuando como fosfocatidn, remueve un

anion 6xido (02 -) del anidn carboxilato (R—COO"), que

se energetiza a catidn acilio [R—C=0]**, a la par que el
+

metafosfato se desenergetiza a anién ortofosfato (PO43 ]
y fija dos protones (2 HY).

tafosfato, exhibe pKgz mds altos. En otras
palabras, el anion metafosfato —que es
también fosfocatiébn por su cardcter de
“zwitterion”— actQia primero como un
dcido fuerte, al sustraer un anién 6xido del
anion carboxilato, y a continuacidén, una
vez desenergetizado a ortofosfato, como
una base fuerte (pKg = 7,2 v 12,7) capta-
dora de dos protones del medio. Final-
mente, el cation acilio formado acepta, a
alto potencial, el anion hidruro del piri-
din nucleétido reducido y se transforma
en grupo aldehido. Las reacciones de ener-
getizacion del ani6bn carboxilato por el
ion hibrido metafosfato y de reduccion
del cation acilio resultante por el anion
hidruro a aldehido (Fig. 5) se pueden re-
sumir en las dos siguientes ecuaciones:

R—COO™ +~PO;** + 2 H* —> [R—C=0]** + H,PO,~
[R-C=0]** +H — R—CHO

R—-COO™ + ~PO; "** + 2H" + H™ — R-CHO +H,PO,4"
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-600 |-
R—CHO/R—COO"
; -500 ¢
£
o~ - %K +
z ~PO;** 2 H
_E
V1]
-400 -
H, PO;
. PNH /PN’
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_ L %k
300 R—CHO/[R—¢=0]"

Fig. 5: Representacién esquemadtica de la reduccién contra gradiente, a expensas de energia metafosfato, del anién

carboxilato a aldehido por el piridin nucle6tido. Primero, el anidn carboxilato (R—COQ") se energetiza a catidn acilio

[R—C‘:O]** por el “‘zwitterion” metafosfato (~PO3 **), que, a su vez, se desenergetiza a ortofosfato y fija dos proto-
+

nes (H,PO4). A continuacion, el cation acilio se reduce a aldehido (R—CHO) a alto potencial (0,29 V) aceptando,
mas o menos isopotencialmente (—0,32 V), un ién hidruro (H") de la forma reducida del piridin nucle6tido (PNH). E1
resultado neto del proceso es la reduccion, a bajo potencial (—0,54 V), del anidn carboxilato a aldehido a expensas de
la energia metafosfato-ortofosfato (1/3 eV molécula -1y, que permite la subida de dos electrones a una diferencia de

potencial de 0,22 V.

que, en conjunto, equivalen a la reduccién
directa del anién carboxilato a grupo al-
dehido a bajo potencial:

R—COO™ +2e*+3 H'— R-CHO +H,0

A este respecto es interesante mencio-
nar que las células de los organismos foto-
sintéticos eucarioticos contienen un nuevo
tipo de gliceraldehido-3-fosfato deshidroge-
nasa (Arnon et al., 1954; Jacob y d’Aurac,
1972, Kelly y Gibbs, 1973; Pupillo y Fag-
giani, 1979) que especificamente oxida
con NADP* el grupo aldehido de la triosa
a anién carboxilato, sin que, como es
usual, la reaccién se acople con la energe-
tizacion del ortofosfato a través de un

catién acilio intermediario, sino que
transcurre directamente segin la ecua-
cion:

R—CHO + H,O0— RCOO~ + H™ +2 H*

En consecuencia, esta reaccion de oxida-
cibn es muy exergonica en condiciones
estdndar, lo que —en condiciones fisiolégi-
cas y dependiendo de la localizacion y
funcion de la enzima— puede implicar una
sobrerreduccion del NADP* a NADPH y/o
una acidificacién del medio, aparte de una
via mas facil para la produccion de 3-fosfo-
glicerato.

Teniendo en cuenta que la reduccién
de una molécula de CO, hasta el nivel de
carbohidrato requiere —ademds de wun
grupo metafosfato por cada par de elec-
trones, es decir, dos en conjunto— un
tercer grupo metafosfato —que eventual-
mente so6lo suministra energia a través
de su hidrélisis— podemos resumir el
proceso global de su asimilacién reductiva
en el estroma segin la siguiente ecuacion:
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CO, +2H,0 +3~PO3;**+2H +2 H" —— (CH,0) +3 H,PO,4”

Los cuatro electrones que, como dos
iones hidruro, requiere la reduccién del
CO, a carbohidrato proceden de la foto-
oxidacion de dos moléculas de agua, sien-
do, por lo demds, el proceso redox conco-
mitante con la liberacion de cuatro proto-
nes en el espacio intratilacoidal y con la
remocion de otros tantos protones en el
estroma. Simultineamente (véase mds ade-
lante), dos moléculas de ortofosfato se
energetizan a metafosfato por la acciéon
del propio gradiente electroquimico de
protones, disociando, por cada molécula,
un anién 6xido hacia el espacio intratila-
coidal y dos protones hacia el estroma,
para, seguidamente, desenergetizarse de
nuevo a ortofosfato por remocion de dos

aniones oOxido del CO, —tras su fijacion
como anién carboxilato en dos moléculas
de fosfoglicerato— y de los cuatro protones
liberados en el estroma. Por otro lado, la
fijacion del CO, por la ribulosa-bifosfato
conlleva también la fijacién de una molécu-
la de agua y la disociacion de sus dos pro-
tones, que, en unidén de los cuatro elec-
trones procedentes de la fotooxidacion
del agua, equivalen a los dos iones hidruro.
Dejando al margen intencionadamente la
translocacién concomitante de protones,
durante el flujo ciclico y no ciclico de elec-
trones, y la fosforilacion adicional a ella
acoplada, el balance de la asimilacion foto-
sintética del CO, es, pues:

2H20 —4e +4H1+* +02

CO, +H,0 +4e* +4Hy

0
- —

(CH;0) +2H,0

luz

CO, + H,0 —— (CH,0) + O,

La reduccion de sulfato (estado de oxi-
dacion +6) a sulfito (+4) —primer paso
en la ruta asimilatoria de reduccidon del
sulfato a sulfuro— también requiere la
energetizacion de la forma oxidada del
par, o sulfato —en este caso por adenilila-
cibn—, y conlleva, igualmente, la remo-
cién de un anién 6xido, lo que se traduce
en el aumento de potencial redox del par
sulfito/sulfato. En cambio, la reduccién
de sulfito (+4) a sulfuro (—2), como la
de nitrito a amonio, y por las mismas ra-
zones potenciométricas, no requiere ener-
gia adicional (Losada, 1976, 1978; Bothe
y Trebst, 1981). En conjunto, la reduccién
de sulfato a sulfuro, que requiere ocho
electrones y el concurso de diez protones,
conlleva la remociéon de cuatro aniones
oxido y puede resumirse segin la ecuacion
simplificada:

SO, + 8 e+ 10 g3 P**

H,S +4H,0

Por tltimo, la reduccion de dinitrogeno
(estado de oxidacion 0) a amonio (-3)

requiere elevadas cantidades de ATP,
sin que, hasta la fecha, se haya podido es-
tablecer el mecanismo de esta reaccion.
Parece, no obstante, probable que la ener-
gia del ATP se utilice en energetizar los
electrones o protones que conlleva el
proceso, al interaccionar con los sustratos
y/o con las proteinas que participan en el
mismo (Losada, 1978; Zumft, 1981; Lo-
sada et al, 1983). En contraste con las
reacciones hasta ahora consideradas de re-
duccién del nitrato, dioxido de carbono vy
sulfato, la reduccién del dinitrégeno a
ibn amonio no conlleva remocién de anio-
nes 6xido, sino exclusivamente protonacion
a tope de los dos dtomos de nitrégeno re-
ducidos resultantes, conforme a la ecua-
cion;

A2~P* S NH

N, +6e +8 H*

La reduccién, a expensas de la energia
luminosa, del nitrégeno atmosférico a amo-
niaco por las algas verde-azuladas, o ciano-
bacterias, es uno de los ejemplos mds sim-
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ples e interesantes de fotosintesis que se
conocen (Guerrero et al., 1982).

En relacién con la disimilacion de los hi-
dratos de carbono sorprende que sea un
hecho comunmente ignorado el que, duran-
te la glicolisis, el catidén acilio —resultante
de la oxidacion del grupo aldehido de la
triosa-fosfato por el piridin nucle6tido—
se desenergetice a anidon carboxilato al sus-
traerle un anion o6xido al ortofosfato, que,
como consecuencia, se energetiza a meta-
fosfato, a la par que disocia sus dos proto-
nes por disminuir con la energetizacion
sus respectivos pKy. En otras palabras, el
ortofosfato actia primero como una base
muy débil, al ceder su anién oxido al
cation acilio, y a continuacioén, una vez
energetizado a metafosfato, como un 4cido
diprotico més fuerte (pKg = 4,1 y 6,9)
que disocia sus dos protones y se fija al
ADP. Consecutivamente, dos protones son,
a su vez, también captados por los produc-
tos de demoliciéon del azucar. Resulta por
ello paraddjico que en esta peculiar deshi-
dratacion del ortofosfato a metafosfato
no parezca intervenir el azicar, a pesar de
que es, a su través —concretamente, en la

“eno “3 00 +3)
e T e
) HoH OchoH —Z—=*?
|

-1 (~1) (-3)
CH,OH CH,OH

0%
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reaccion catalizada por la enolasa—, como
se elimina el agua.

La Figura 6 muestra, de una manera
muy simplificada y esquemdtica, las reac-
ciones basicas que participan durante la
fermentacién alcoholica (Sols et al., 1971)
en la energetizacion del ortofosfato a me-
tafosfato y en la dismutacion redox y des-
hidratacion del azicar, secuencia de reac-
ciones acopladas, que —para evitar dupli-
cidades— hemos referido aqui a sélo una
molécula de triosa. Es muy importante
constatar que la esencia del acoplamiento
energético consiste en la remocion del
aniéon oOxido del ortofosfato por el catidon
acilio, primero, y en la disociacion espon-
tinea de sus dos protones, después, que son
captados mds o menos directamente, uno
por el acetaldehido, resultante de la descar-
boxilacién del piruvato, y el otro por el
etanol, resultante de la propia reduccion
del acetaldehido merced al piridin nucleo-
tido transportador del ani6bn hidruro pro-
cedente de la oxidacion del grupo aldehido
de la triosa. En resumen (Fig. 7), la ener-
gia redox liberada en la caida de dos elec-
trones durante la oxidorreduccion intra-

cooo  “eo, "o,
I (+1) H. (-1)
CO ——= CHO == CH,0H
R

(-3) (-3)
CH, CH, CH,

+

2H

H, PO; —4‘—> [Hzpo;]** ———)—> ~PO;**

Fig. 6. Energetizacion del ortofosfato a metafosfato a expensas de la caida de potencial de los electrones durante la
fermentacion alcohélica. Fl grupo aldehido (+1) de la triosa se oxida a anidén carboxilato (+3) cediendo su ién hidruro
(H) al piridin nucleétido oxidado y aceptando un anién éxido (02 7 del ortofosfato (HoPO47), que, en consecuencia,
se cnergetiza a metafosfato (~PO3 **) y disocia sus dos protones (2 H¥). El glicerato resultante de 6xido reduce
intramolecularmente por la accion de la enolasa, con eliminacidn de agua (H,0), pasando su grupo alcohdlico secunda-
rio (0) a grupo cetdnico (+2), y su grupo alcohdlico primario (-1) a grupo metilo (—3). El piruvato se descarboxila,
fijando un primer proton (H¥) el carbanion del acetaldehido resultante. El carbocation del grupo aldehido de éste (+1)
acepta cl idn hidruro (H") que retorna el piridin nucledtido reducido y se reduce a grupo alcohdlico (1), a la par que

el anion alcoholato resultante fija el segundo proton (HY).
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Fig. 7: Acoplamiento entre energia redox y energia me-
tafosfato-ortofosfato en la fermentacion alcohdlica. La
caida de potencial de dos electrones (2 e* = 2 ¢) durante
la oxidorreduccion intramolecular de la triosa a etanol y
diéxido de carbono promueve la remocién directa por
parte de ésta de un anidén Oxido (0;7) del ortofosfato
(H2POy47), que se energetiza a metafosfato (~PO3™**) y
disocia sus dos protones (2 HY). Estos dos protones son
captados del medio por los productos de demolicion del
azicar e indirectamente eliminados, como agua (H,O0),
en conjuncion con el anién 6xido previamente removido.

molecular de la triosa (2 e* — 2 e)
permite la remocién directa de un anibén
oxido (0O*) del ortofosfato (H,PO,Y) y
su eliminacién indirecta, como agua (H, O),
gracias a los dos protones (2 H*) que el

mismo ortofosfato disocia al energetizarse
a metafosfato (~PO;*%*).

Como corolario del acoplamiento ener-
gético entre los sistemas redox y meta-
fosfato-ortofosfato a través del par inter-
mediario catién acilio-anién carboxilato po-
demos constatar: 1) el fosfoglicerato se
fosforila al aceptar del ATP el ion fosfori-
lio, o metafosfato, y el difosfoglicerato
resultante se defosfata, liberando el anién
ortofosfato, que se diprotona, al reducirse
a fosfogliceraldehido por el i6n hidruro,
y 2) el fosfogliceraldehido se fosfata al
oxidarse por pérdida del i6n hidruro y
aceptar el anion ortofosfato, que se despro-
tona, y el bifosfoglicerato resultante se
defosforila al transferir el i6n fosforilio
al ADP. También es obvio que la ecuacion
global de la fermentacion alcoholica es
engafiosa en su forma convencional super-
simplificada, ya que sugiere una mera
oxidorreduccion intramolecular del azucar,
acoplada con la energetizacion del ortofos-
fato y su concomitante deshidratacion:

CH, OH-CHOH-CHO + H,PO,~ —— CH;-CH,0OH +CO, + ~PO;7** +H,O0

La conclusion de varios de los mas des-
tacados bioenergetistas de nuestra época
(Wald, 1966; Racker, 1976; Wieser, 1981;
Robertson, 1983) de que el agua suminis-
tra la mitad del poder reductor durante la
respiracion de los carbohidratos es, por 1o
demds, una falacia resultante del siguiente
razonamiento elemental erroneo:

(CH,0) +H,0— CO, +2(H;)

El agua sélo actia biolégicamente como
donadora de electrones (y protones) en
fotosintesis, suministrando uGnicamente
aniones hidroxido, u oOxido, y protones
cuando se disocia como dcido-base (Lo-
sada, 1978, 1979a, 1985; Losada y Gue-
rrero, 1979; Atkinson, 1981; Herreros y
Garcia Sancho, 1981; Losada et al., 1983).

El ciclo ortofosfato-metafosfato
en bioenergética

Uno de los ciclos fundamentales de la
bioenergética es el que cierran ¢l ortofos-

fato al energetizarse a metafosfato y éste
al desenergetizarse a aquél. El ortofosfato
(PO,%) exhibe una estructura estable
tetraédrica, con cuatro enlaces o entre el
dtomo de foésforo (hibridacion sp®) y los
cuatro dtomos de oxigeno, y uno = enla-
zante deslocalizado entre un orbital d del
fosforo y cuatro orbitales p de cada uno de
los dtomos de oxigeno. El ortofosfato pre-
senta tres pKg; de muy distinto valor
2,1, 7,2 y 12,7): uno muy icido, otro
muy basico y el tercero, mds o menos neu-
tro, razéon por la que, a pH fisiologico,
muestra protonado el grupo de alto pK,
y mds o menos protonado el intermedio,
es decir, su formula es, aproximadamente,
H, PO, Por esta razodn, el ortofosfato se
comporta como una base muy débil cuando
cede un anidén 6xido a un catién acilio y
se energetiza a metafosfato [H, PO, *]**,
convirtiéndose asi en un dcido mucho més
fuerte —de pK; mucho mds bajo— que,
en consecuencia, disocia sus protones,
segin indica la siguiente secuencia .de
reacciones:
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remocién 0%
H, PO, ——mm

Como hemos mencionado en el apartado
anterior, cuando el metafosfato se ancla
en el ADP formando ATP sus dos pKg
son4,1y6,9.

El metafosfato (~PO;**) es, en contras-
te con el ortofosfato, una estructura bipi-
ramidal trigonal muy inestable, con tres
enlaces o entre el dtomo de fosforo (hibri-
dacion sp*d) y los tres dtomos de oxige-
no. De hecho, el metafosfato es un “‘zwit-

asociacién 0%

~PO, **

Cuando el metafosfato fija agua se neu-
traliza a si mismo en una reaccion intra-
molecular dcido-base, liberando energia
como calor, pero sin disociacion aparente

[H. PO5™]**
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disociacion 2 H*
— ~PQ, **

terion” (~*PO; ~2+P0O,3**) o ion
fosforilio, mds bien que un simple anién
(~PO;™*%*), y se comporta como un dcido
fuerte cuando, como fosfocation, remue-
ve un anién 6xido de un anion carboxila-
to, desenergetizandose a ortofosfato (PO,*")
y convirtiéndose asi en una base mucho
mas fuerte —de pK; mucho mis alto—
que asocia dos protones, segin indica la
secuencia de reacciones:

2-%%.
3

asociacion 2 H*

0,3 H,PO,~

de protones, ya que se comporta como un
dcido fuerte que, al desenergetizarse, se
convierte en una base fuerte, segin la se-
cuencia de reacciones:

~PO; ** +H,0 — [H,0PO;** —— PO,* + 2 H** —— H, PO, + calor**

Teniendo en cuenta las anteriores con-
sideraciones se puede formular un ciclo
muy simple de energetizacion y desenerge-
tizacion del fosfato (Fig. 8): el ortofosfa-
to se energetiza por remocién de un anién
6xido y, como consecuencia, disocia sus

- 0-**

N 7/’ 0%
[H,PO;] PO,
2-& 2H"

H2P0;

Fig. 8: El ciclo ortofosfato-metafosfato en bioenergética.
El anion ortofosfato (H2P04 ) se energetiza por la remo-
¢ién de un anién 6xido (02 7) a metafosfato [H,PO3*]**,
que disocia sus dos protones (2 HY). El “zwitterion”
metafosfato (~PO3™**) se desenergetiza por la fijacién
de un anioén éxido (Q? 7) a ortofosfato (l:'043 7), que aso-
cia dos protones (2 H™).

dos protones, pasando a metafosfato. El
metafosfato se desenergetiza por asocia-
cién de un anién 6xido y, como conse-
cuencia, asocia a continuaciéon dos proto-
nes, pasando a ortofosfato.

Analizados de este modo los hechos
podemos afirmar que la molécula de orto-
fosfato es, en cierto modo, ‘‘vectorial”
en el espacio y ‘‘secuencial’ en el tiempo,
en el sentido de que disocia primero, ha-
cia un lado, un anion o6xido y después,
hacia el otro, sus dos protones. Andloga-
mente, podemos también decir que la
molécula de metafosfato se comporta con
parecidas caracteristicas, en el sentido de
que asocia primero, por un lado, un anién
oxido y después, por el otro, dos protones.
Estas sencillas conclusiones —asi como el
hecho de que tanto el catiéon acilio y el
anion ortofosfato, como el anién carboxi-
lato y el “zwitterion’” metafosfato, se trans-
fieran uno a otro su energia electronica a
la par que intercambian un anién 6xido—
pueden ser esenciales para aclarar ciertos
confusionismos y explicar el mecanismo
de accion de las hasta ahora llamadas
ATPasas translocadoras de protones y ATP
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sintasas, conforme discutiremos en los co-
rrespondientes apartados.

El sistema intermediario de acoplamiento
energético cation acilio-anion carboxilato

Antes de que los fotones entraran en jue-
go vy aparecieran los organismos fotoergo-
nicos sobre la faz de la Tierra, las células
sabfan, obviamente, como tratar con la
energetizacion y desenergetizacion de elec-
trones, protones y ortofosfato y metafosfa-
to, siendo la conversion reversible de los
aniones carboxilato (R—COO”) en catio-
nes acilio [R—(£=O]** uno de los primeros

y geniales descubrimientos de la bioener-

Sistema redox:

>
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gética (Losada, 1978, 1979a, 1986; Losa-
da et al, 1983). En efecto, estas dos for-
mas —desenergetizada la una, y doblemen-
te energetizada y anhidra la otra, respecti-
vamente— son, aparentemente, compartidas
por tres de los sistemas transductores fun-
damentales de la bioenergética, a través
de sus formas dirreducida aldehidica
(R-CHO), diprotonada acidica (R—
COOH, ) v monofosforilada (R—COO(P) ),
ya que dichos sistemas pueden actuar,
alternativamente, a dos potenciales redox
estindar (bajo, LE’,’ y alto, He'ju*),
a dos pKg (bajo, LpKg, vy alto, HpKg*),
o a dos potenciales de transferencia de fos-
fato (alto, HPTP, y bajo, LPTP¥*), respec-
tivamente, de acuerdo con las siguientes
ecuaciones:

LE
R—CHO + H,0 — ™ R-COO~ + 2e* + 3H*
HE’,,, *
R-CHO T [R-C=O]** +2¢ + H’

Sistema dcido-base:

+ LpK, _

R—COOH, — % R-COO~ + 2H"*
+ HpKa* - HpKa*

Sistema metafosfato-ortofosfato:

HPTP )
R—COOPO;?" ——— R—-COO~ + ~PQ; **

LPTP*
R—COOPO32— + 2 H+ |

Anteriormente hemos discutido con bas-
tante detalle como el ‘“‘zwitterion”” meta-
fosfato energetiza al anién carboxilato vy,
viceversa, como el cation acilio energetiza
al anién ortofosfato. Por otro lado, no hace
falta insistir en que el mecanismo molecu-
lar del acoplamiento energético entre los
sistemas de transduccion redox y meta-
fosfato-ortofosfato —que, como es bien
sabido, operan en glicdlisis, gluconeogé-
nesis, ciclos disimilatorio (dcidos tricar-
boxlicos) y asimilatorio (ribulosa-bisfosfato
y acidos tricarboxflicos) del carbono— es
uno de los ejemplos mejor conocidos y

[R—C=0]** + H;PO,"

mds ilustrativos de la bioenergética desde
los albores de la moderna bioquimica
(Lipmann, 1941; Calvin y Bassham, 1962;
Warburg, 1964; Lynen, 1976; Racker,
1976; Arnon, 1977; Ochoa, 1980; Krebs,
1981). En cambio, el mecanismo de aco-
plamiento entre los sistemas de transduc-
cion de energia metafosfato-ortofosfato y
dcido-base de la ATPasa de la membrana
plasmadtica (Poole, 1978; Villalobo et al,
1981; Carafoli y Scarpa, 1982; Serrano,
1984; Scarborough, 1985), que permite
la creacion de un gradiente electroquimico
de protones, aparentemente por transloca-
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cion de protones, y, viceversa, entre los
sistemas dcido-base y metafosfato-ortofos-
fato de las ATP sintasas respiratorias y
fotosintéticas (Boyer et al., 1977, Carafoli
y Scarpa, 1982; Amzel y Pedersen, 1983;
Futai v Kanazawa, 1983; Senior y Wise,
1983; Wang, 1983; Slater et al, 1985),
enzimas que aparentemente también trans-
locan protones, permanece oculto como
un gran enigma. Igual podemos decir res-
pecto a la piridin nucleétido transhidro-
genasa ligada a membrana, que permite el
acoplamiento energético entre los sistemas
icido-base y redox (Boyer et al, 1977,
Fisher y Earle, 1982), y que como las
anteriores translocasas de protones se in-
hibe por la diciclohexilcarbodiimida, DCCD
(Solioz, 1984).

Nosotros creemos (Losada, 1978, 1979a,
1985; Losada et al.,, 1983) que el par de
dos electrones o dos protones catién aci-
lio-anion carboxilato puede actuar como
sistema transductor intermediario, permi-
tiendo no sdlo el acoplamiento de las ener-
gias redox y metafosfato-ortofosfato, sino
el de cualesquiera de las otras formas de
energia apareadamente, es decir, metafos-
fato-ortofosfato y acido-base o viceversa,
y dcido-base y redox o viceversa.

En efecto, el anion carboxilato es una
estructura estable en la que el dtomo de

+ %k

R-COO~

Como antes hemos mencionado, la forma
diprotonada doblemente energetizada del
anion carboxilato estd, en principio, ener-

—— [R—COO"]*

carbono se une en configuraciéon trigonal
(hibridacién sp?) por un enlace o a cada
uno de los dos d4tomos de oxigeno. Ade-
mas, el orbital p del carbono y uno p de
cada oxigeno dan lugar a la formacion de
tres orbitales moleculares n: uno enlazante
(lleno), otro no enlazante (lleno), y un ter-
cero antienlazante (vacio). La primera
protonacién a bajo pH de la forma estable
del anion carboxilato promueve su ener-
getizaciéon parcial al convertir el orbital #
enlazante deslocalizado entre los tres
dtomos en un orbital = enlazante (lleno)
localizado entre el carbono y un oxigeno
y, a la par, desplazar el orbital # no enla-
zante hacia el otro atomo de oxigeno,
que sufri6 la protonacién y donde aparece
como orbital p (lleno). Una segunda pro-
tonacion a pH todavia mds bajo promueve
la energetizacion definitiva del anion
carboxilato al convertir el orbital » enla-
zante, localizado entre el carbono y un
oxigeno, en un orbital p (lleno) de éste
y dejar vacio el recién formado orbital
p del carbono, tal como representa el es-
quema de la Figura 9 y resumen las siguien-
tes ecuaciones, correspondientes a las
formas no protonadas del ani6on carboxi-
lato en su estado basal y en sus dos esta-
dos de energetizacion electrénica parcial
o completa:

+ %

— > [R—COOT**

géticamente en equilibrio con su forma
anhidra, o cation acilio:

+

Respecto a la energetizacion por doble
protonacién a bajos pH del anion carboxi-
lato a catién acilio, con remociéon de un
aniéon o6xido como molécula de agua,
interesa recordar aqui su similitud con el
proceso de conversion del anién carbonato
en di6oxido de carbono. Es mds, como en
este caso —recuérdese el mecanismo, de-
pendiente de Zn®*, de la enzima anhidrasa
carbonica (Lindskog et al, 1971)—, el
proceso puede implicar —mds que una

doble protonacion consecutiva del anion,
con un segundo pK,; demasiado bajo—,
una primera protonacion a dcido mono-
carboxilico, seguida de la remocién por
un segundo protén -—-a un pKg ya menos
bajo— de un anién hidréxido, segin las
siguientes ecuaciones:

R-COO~ + H** —— R—COOH
R—COOH +H"* — [R—C=0]** +H,0
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Fig. 9: Esquema de la energetizacion electrénica del anion carboxilato por doble protonacién. El anién carboxilato
estable (R-COQ") se energetiza parcialmente [R—COO‘]* por una primera protonacion (H™*), al convertirse el orbital
7bb enlazante deslocalizado entre los tres atomos en el orbital 70 enlazante localizado entre el dtomo de carbono y
uno de los dtomos de oxigeno, a la par que el orbital b no enlazante se desplaza, como orbital p, al otro ditomo de
oxigeno, que previamente sufrié la protonacidn. A continuacidn, el anidn carboxilato energetizado una vez se energe-

+- -
tiza de nuevo definitivamente [R—COO]** por una segunda protonacion (H**), al convertirse el orbital 70 enlazante
localizado entre el 4tomo de carbono y un dtomo de oxigeno en un orbital p lleno de éste y dejar vacio el del carbono.

Para simplificar, sélo se han representado las formas no protonadas del anién carboxilato en su estado basal y en sus
estados una vez y dos veces energetizado resultantes de la primera y segunda protonacion.

A este respecto interesa llamar la atencién
sobre la pretensidbn por algunos autores
de que la ATP sintasa contiene un dtomo
de Zn por molécula (Sun y Crane, 1975;
Mollinedo et al., 1981).

La conversion —por reducciéon a bajo
potencial seguida de oxidacién a alto po-
tencial—- de la forma estable del anidén
carboxilato en su forma inestable doble-
mente energetizada se representa esque-
maticamente en la Figura 10. Interesa
especialmente destacar que la reduccién
a bajo potencial implica la entrada de dos
electrones en el orbital = antienlazante
existente entre el 4tomo de carbono y los
dos dtomos de oxigeno del anién carboxi-

+2e
R-COO~ ———— R-COO?-

LE'm

El par cation acilio-anién carboxilato
parece, pues, en principio, capaz de actuar

lato, y que la forma reducida resultante,
con los tres orbitales n llenos, se dismuta
reversiblemente en otra equivalente, en el
sentido de que los tres orbitales 7 se trans-
forman en tres orbitales p de cada uno de
los tres dtomos citados, que aparecen en-
tonces igualmente llenos.

También interesa destacar que la subsi-
guiente oxidaciéon a alto potencial de la
forma reducida aldehidica implica la re-
mocion de los dos electrones del orbital
p del carbono y conduce directamente a
la formacién de la forma oxidada doble-
mente energetizada del anion carboxilato,
segun indican las siguientes ecuaciones
de oxidorreduccion a bajo y alto potencial:

—2e*

[R—COO “J**
HE n*

(Fig. 11) como sistema intermediario de
acoplamiento en la transduccién pareada
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Fig. 10: Esquema de la energetizacién electronica del anién carboxilato por reduccion y oxidacién a bajo y alto poten-
cial, respectivamente. En primer lugar, el anion carboxilato estable (R—COQ") se reduce a bajo potencial por la entrada
de dos electrones (2 e*) en el orbital T™* antienlazante vacio que forman el atomo de carbono y los dos de oxigeno
(R-CO037). Seguidamente, la forma reducida resultante se dismuta en otra energéticamente equivalente al convertirse
los tres orbitales 7 llenos en sendos orbitales p (R—COO). Por Gltimo, el carbanion de la forma reducida aldehidica cede

sus dos electrones a alto potencial (2 €) y da lugar, directamente, a la forma doblemente energetizada del anién car-
+- -
boxilato [R—COO]**.

+ * %

2 ¢ 2H [R—c=0]

29. H 0 R—COO- PN —%%

2 \\ [R—Q—O] ~P0O; " 2H
\
P
//
2H*™ [R—c=0] / R—CO0" H, PO,
H,0 R—C00"

Fig. 11: Acoplamiento entre las energias redox, acido-base y metafosfato-ortofosfato mediante el par cation acilio-
anién carboxilato. La energetizacion del anidn carboxilato (R—COQO") a catidn acilio [R—g=0]** por remocién de un

anién 6xido (0%7) se puede conseguir: 1) por la accion directa de dos protones ricos en energia (2 H**), con elimina-
cion de agua (H,0); 2) por la caida de potencial de dos electrones (2 e* =2 ¢), con el concurso de dos protones (2 HY

y la consiguiente eliminacion de agua (H;0); 3) por la desenergetizacion del metafosfato (~PO3™**) a ortofosfato
(PO43 ) y fijacién de dos protones (2 HY), lo que resulta en la hidratacién del metafosfato (H,POy).

de las tres formas de energia (redox, 4ci-
do-base y metafosfato-ortofosfato) que se
discuten a continuacién:

ATPasas y ATP sintasas generadoras y
consumidoras, respectivamente, de un
gradiente electroquimico de protones

La Figura 12 muestra esquemadticamente

el probable mecanismo de acoplamiento en-
tre los sistemas de transduccién de ener-
gia metafosfato-ortofosfato y 4cido-base
(Losada et al., 1983; Losada, 1985) de la
llamada ATPasa translocadora de protones
de la membrana plasmdtica (Poole, 1978;
Goffeau and Slayman, 1981; Serrano,
1984; Scarborough, 1985). El mecanismo
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Fig. 12: Esquema de la transduccién de energia metafosfato-ortofosfato en energia dcido-base por la ATPasa de la mem-
brana plasmdtica. E1 metafosfato (“~PO4™**), actuando como fosfocatién, remueve un anién 6xido (0%7) de un grupo
anién carboxilato (R—COO7) de la enzima y se desenergetiza a ortofosfato (P043‘), que fija, a alto pH, dos protones
(2 Hi*) del citosol (H,PO,"). El catidn acilio [R—(_E=O]** resultante de la energetizacién de anion carboxilato por el

metafosfato se desenergetiza, a su vez, cerrando el ciclo de la enzima, al remover un anioén 6xido (O2 7) del agua (H,0),
que disocia, a bajo pH, sus dos protones (2 Ho+*) al medio exterior. La ATPasa transloca, pues, aniones Oxido del agua
del medio (ext.) al metafosfato del citosol (int.), a la par que libera protones a bajo pH en el exterior y promueve la fi-

jacion por el ortofosfato de protones a alto pH en el interior.

propuesto se basa en que la enzima —cons-
tituida por una sola cadena polipeptidica
de hacia 100 kDa— posee un grupo carboxi-
lato de un residuo de aspartato sensible a

la DCCD, por el que se une al metafosfato
del ATP formando una fosfoenzima. La
secuencia de reacciones propuesta es la
siguiente:

~PO;** + R-COO™ +2 Hj + —H, PO, + [R—(+3=O|**

[R-C=0]** + H,0 ——R-CO0" +2 Ho'*

~PO;"** +2 H{ + H,0 —— H,PO,~ +2 Hy'*

El hecho paradojico es que, de acuerdo con
esta interpretacion, la enzima es mas bien
translocadora de aniones 6xido del exterior
de la célula al interior —a través del par
catién acilio-anion carboxilato— que trans-
locadora de protones en sentido inverso.

La ATP sintasa de la membrana tilacoi-
dal es, en principio, similar no so6lo a la
ATP sintasa de la membrana interna mito-
condrial sino a la de la membrana plasma-

tica de las bacterias, por 1o que no deben
diferir fundamentalmente entre s{ en sus
mecanismos de acoplamiento energético,
que —como en el caso de la ATPasa de la
membrana plasmdtica— parecen implicar
mds bien la translocacion de aniones 6xi-
do en un sentido que la de protones en el
opuesto.

La Figura 13 muestra esquematicamente
el probable mecanismo de acoplamiento
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2 H;T'PO;**

H,PO;

Fig. 13: Esquema de la transduccion de energia dcido-base en energia metafosfato-ortofosfato por la ATP sintasa tila-
coidal. Un primer grupo anién carboxilato (R1—COQ") de la enzima se energetiza a cation acilio [Rl—g=0]** por

remocién, como H,O, de un anion éxido (02') por dos protones ricos en energia (2 Hi**) del medio intratilacoidal. E1
proceso se repite, energetizindose un segundo grupo anidén carboxilato (R3—COQ") a catibén acilio [R2—9,=0]** al

transferir un anién 6xido (O2 7) al primero en la secuencia, previamente energetizado como se ha dicho. Finalmente,
el ortofosfato (H,PO4") se energetiza a metafosfato (~PO5;™**) al ceder un anidn 6xido (027) al segundo catidn acilio
y disociar dos protones en el estroma a alto pH (2 H0+). La energetizacion del ortofosfato es concomitante con la
desenergetizacion del segundo catidn acilio a anion carboxilato y renueva a su estado inicial a la enzima, cuya funcién
es, pues, la de translocar aniones 0xido del espacio extratilacoidal (ext.) al intratilacoidal (int.) mas bien que protones

en sentido inverso.

entre los sistemas de transduccidon de ener-
gia 4cido-base y metafosfato-ortofosfato
(Losada et al.,, 1983; Losada, 1985) de la
llamada ATP sintasa translocadora de
protones de las membranas fotosintéticas
y respiratorias (Boyer et al., 1977; Cara-
foli y Scarpa, 1982; Amzel y Pedersen,
1983; Futai y Kanazawa, 1983; Senior y
Wise, 1983; Wang, 1983 Slater et al,
1985). Las ATP sintasas, en general, son
enzimas mucho mds grandes (hacia 10 nm
y 500 kDa) y complejos que la ATPasa
de la membrana plasmdtica y aparecen
constituidas por dos mitades separables,
a saber, una peduncular hidrofébica (Fg)

que mira hacia el espacio intratilacoidal o
extramitacondrial, en su caso, y otra mi-
tad hidrofilica globular (F;) —a su vez
constituida por cinco tipos (a, B, v,
e¢) de subunidades polipeptidicas— que
mira hacia el estroma del cloroplasto o a
la matriz mitocondrial y convierte el orto-
fosfato en metafosfato, uniéndolo al ADP.
En el contexto de este trabajo, uno de los
aspectos mds interesantes a destacar es que
el inhibidor DCCD actua a dos niveles de
la enzima, es decir, sobre la mitad Fg y
sobre la subunidad § de la mitad F,. Por
ello —y aunque hasta la fecha no se haya
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el mecanismo de acoplamiento propuesto
para la ATP sintasa es similar —si bien en
direccidn contraria— al que parece operar

en el caso de la ATPasa de la membrana
plasmadtica, segin la siguiente secuencia
de reacciones para la enzima tilacoidal;

2Hj** + R, -COO"” —— H,0 + [R, —C=0J**
+

[R, ~C=0J** + R, -COO" —— R, —COO" + [R, —C=0]**
+ +

[R2 —(;=O]** + H2P04_

R, -COO"

+ "'PO3-** + 2Ho+

2H{* + H,PO,"

Piridin nucledtido transhidrogenasa
impulsada por un gradiente electroquimico
de protones

En principio, y puesto que esta enzima de
hacia 100 kDa (Boyer et al., 1977; Fisher
y Earle, 1982) no s6lo se inhibe por DCCD
sino que la transhidrogenacién estd acopla-
da con el flujo de protones a través de la

H,0 + ~PO; ** + 2 H,*

membrana interna de las mitocondrias, el
mecanismo de acoplamiento entre la ener-
gfa 4cido-base y redox debe también ocu-
rrir —como en los casos de la ATPasa y
ATP sintasas antes descritos— a través del
par cation acilio-anién carboxilato, segiin
el esquema de la Figura 14 y de acuerdo
con la siguiente secuencia de reacciones:

2Hy** + R—-COO" —— H,0 + [R-C=O0OJ**

[R-C=0]** + 2 e +H,0—— R-COO™ + 2e* + 2Hj*

2Hy*

Puesto que el nivel de NADPH en las
mitocondrias es considerablemente mas
alto que el de NADH debe concluirse
~teniendo en cuenta que los potenciales
redox medios de ambos dinucledtidos son
esencialmente idénticos— que el sistema
enziméatico implicado en la reacciéon redox
dependiente de NAD utiliza la forma del
anion carboxilato energetizada por los
protones extramitocondriales, o catidn aci-
lio, en tanto que el sistema dependiente
de NADP utiliza la forma estable del anién
en equilibrio con los protones de la matriz
mitocondrial. Recuérdese que las células
fotosintéticas poseen una triosa-fosfato
deshidrogenasa dependiente de NADP
que reduce el dinucleétido sin producir
ATP, es decir, a bajo potencial. De acuer-
do con el mecanismo propuesto (Losada,
1985), la transhidrogenasa ligada a mem-
brana es también translocadora de aniones
6xido mas bien que de protones, fijando

+2¢ + H,0 —— H,0 + 2e* + 2Hj

estos Gltimos, como agua, en el citosol y
liberandolos, también del agua, pero a
mas alto pH, en la matriz mitocondrial,
a la par que transfiere electrones contra
gradiente del NADH al NADP*. Las bacte-
rias poseen también transhidrogenasas li-
gadas a membrana similares a las de las
mitocondrias.

El mecanismo de transduccién de
energfa propuesto para la transhidrogenasa
pone de manifiesto que el cation acilio
puede desenergetizarse, en principio, rever-
siblemente a anién carboxilato o bien por
energetizacion del agua y disociacion de
sus dos protones a bajo pH:

[R-C=0]** + H,0——R-COO" + 2H"*

o bien por reduccion a alto potencial
seguida de oxidacion a bajo potencial,
secuencia de reacciones que conlleva igual-
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Fig. 14: Esquema de la transduccidon de energia dcido-base en energia redox por la piridin nucleétido transhidroge-
nasa ligada a membrana. Un grupo anidén carbox11ato (R—COO") de la enzima se energetiza primero a catidn acilio
[R- C—-O]** por remocion de un anidn oxido (0%7), como agua (H,0), por dos protones ricos en energia (2 H0+*)

del espacm extramitocondrial. El catidén acilio se reduce después a alto potencial aceptando, como ion hidruro, dos
electrones (2 €) del NADH y se oxida, a continuacion, a bajo potenc1a1 (2 e*) cediéndolos al NADP*, a la par que, con
el concurso del agua (H,0), se desenergetiza a la forma inicial de anién carboxilato y disocia dos protones a alto pH
Q2 Hl ) en la matriz mitocondrial. La transhidrogenasa transloca, pues, un anion 6xido de una molécula de agua del
espacio intramitocondrial (int.) al extramitocondrial (ext.), disociando protones a alto pH, por un lado, y fijandolos, de
nuevo, como agua, a bajo pH, por el otro. El proceso exergdnico acido-base se acopla mediante el par catién acilio-anion

carboxilato con el proceso redox endergonico.

mente la remociéon por el catidén acilio
del anion o6xido del agua y la disociacion

de sus dos protones, si bien obviamente a
mas alto pH:

[R-C=0]** + 2¢ + H,0 —— R-COO" + 2e* + 2H’

Dando por descontado que todas las reac-
ciones descritas de reduccién de aniones
carboxilato o cationes acilio a grupos al-
dehido, o viceversa, implican aniones hi-
druro, hemos considerado, sin embargo,
conveniente —para poner mads claramente
de manifiesto sus mecanismos— utilizar
en los esquemas, asi como en las ecuacio-
nes, pares de electrones y pares de protones
a diferentes niveles de energia.

Fotosistemas redox y dcido-base de un
electron y un proton

El gran descubrimiento de la fotosintesis
fue ciertamente la introduccién en el

metabolismo celular de fotosistemas redox
de un electroén (clorofila ¢ de los centros
de reaccion de las membranas tilacoida-
les) v fotosistemas acido-base de un pro-
tén (bacteriorrodopsina de las membranas
de halobacterias).

La clorofila a es, sin duda, el fotosis-
tema redox transductor mas importante
y universal de la biologia. Este fotosiste-
ma presenta como caracter{stica funcio-
nal fundamental (Losada, 1978, 1979ab,
1985; Losada y Guerrero, 1979; Losada
et al., 1983) la de estar constituido por
dos pares redox de un electrén operantes
a distinto potencial segin el estado de
energetizacién de la forma reducida, que
al absorber*en su estado basal (cl) un
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cuanto de luz se excita electronicamente
(c1*). Ambos pares comparten, por lo
demds, la misma forma oxidada (cl*). El
fotosistema redox clorofila a pertenece,
por tanto, al tipo de forma reducida ener-
getizada. Esta capacidad de operar alterna-
tivamente a dos potenciales redox medios
permite a la clorofila a de los centros de
reaccién transducir la energia luminosa
en energia redox, aceptando a alto poten-
cial (HE’;) electrones pobres en energia
(e) de donadores adecuados (en ultimo
término del agua), y cediendo a bajo po-
tencial (LE’*) electrones ricos en ener-
gia (e*) a aceptores apropiados (en altimo
término, a los bioelementos primordiales
oxidados), tal como muestra el esquema
de la Figura 15 y de acuerdo con los si-
guientes equilibrios:
LE 1, *
cl* «———— It + e*

cl ﬁ_m_\ cl* +e

La transferencia contra gradiente de los
electrones del agua a los bioelementos oxi-
dados requiere dos fotones por electrén y
la participacién en serie de la clorofila a
de los centros de reaccion de los fotosis-
temas II y 1. En consecuencia, ocho fotones
visibles, o sea, hacia 16 eV, son necesarios
para la biofotolisis de dos moléculas de
agua, proceso que conlleva no sélo la trans-
ferencia de cuatro electrones a los bioele-
mentos (hacia 5 eV) sino la liberacién y
fijaciébn de cuatro protones en los espacios
intratilacoidal y extratilacoidal, respectiva-
mente. Otro hecho adicional importante
es que la transferencia de electrones desde
el agua a los bioelementos incluye un tra-

8
2H,0 + A + 8H,* — % AH,

El rendimiento médximo tedrico del proceso
fotosintético de transduccion de la ener-
gia luminosa en energia redox y, subsi-
guientemente, en energia dcido-base, es,
por tanto, de hacia el 44%.

Las flavinas (Singer, 1976) representan
otro fotosistema de extraordinaria impor-
tancia en biologia para la conversién de
la energfa luminosa en energia redox (Lo-

LE

o -a——m cl/cl’

hi

cl /elt <—|-|—ﬂ— e

Fig. 15: Transduccién de energia luminosa en energia
electrénica y subsiguientemente en energia redox por la
clorofila a. En su estado basal, el pigmento puede operar
a alto potencial (HE’;) aceptando electrones () su forma
oxidada (cI*) de donadores apropiados. A continuacién,
después de la excitacién de su forma reducida (cl) por la
absorcién de un cuanto de luz (hV), el pigmento puede
operar a bajo potencial (LE’y,*) cediendo electrones (e*)
su forma reducida energetizada (cl*) a aceptores adecua-
dos. De esta manera, la clorofila puede impulsar la trans-
ferencia de electrones contra gradiente a expensas de
energia luminosa, Obsérvese que ambos pares redox com-
parten la misma forma oxidada y difieren sdlo en el esta-
do de energetizacidn electronica de la forma reducida.

mo cuesta abajo de hacia 0,4 V, concre-
tamente entre el lado reductor del PS II
(plastoquinona) y el lado oxidante del
PS I (plastocianina), que, con un inefable
sentido de eficiencia bioldgica, se acopla,
a su vez, con la translocacién de un protén
por electron desde el espacio extratila-
coidal al intratilacoidal. En conjunto, pues,
por cada cuatro electrones que se transfie-
ren desde el agua a los bioelementos apa-
recen ocho protones en el medio interno
a la par que un namero idéntico de proto-
nes es removido del estroma (Arnon,
1977; Losada y Guerrero, 1979; Metzner,
1981; Govindjee, 1982; Losada er al,
1983; Losada, 1985). Se origina asi (ver
Fig. 3) un gradiente electroquimico de
protones de hacia 2 eV segin resume la
ecuacion global:

+ 8 Hi** + O,

sada, 1978, 1979ab, 1985; Losada et al,
1983), ya que sus formas oxidadas amari-
lias (FN) se excitan al absorber un cuanto
de luz (FN*). El fotosistema flavinico
presenta, pues, como caracteristica funcio-
nal fundamental la de estar constituido
por dos pares redox de un electron que
-—en contraste con los pares del fotosiste-
ma de clorofila a— operan a distinto po-
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tencial segin el estado de energetizacion
de la forma oxidada. Ambos pares compar-
ten, por lo demas, la misma forma reducida
semiquinonica (FN-). Los fotosistemas
flavinicos redox pertenecen, por tanto,
al tipo de forma oxidada energetizada
y pueden, con el mismo resultado neto que
la clorofila, transducir la energfa luminosa
en energia redox aceptando electrones po-
bres en energia a alto potencial (HE " *)
de donadores adecuados y cediendo elec-
trones ricos en energia a bajo potencial
(LE'y,;) a aceptores apropiados, de acuerdo
con los siguientes equilitrios:

- E,m *
FN- — FN +e
L

HEy,
FN-- —— FN* +e

Los fotosistemas redox flavinicos repre-
sentan interesantes modelos para la con-
version de la energia solar en energfa qui-
mica, siendo, a este respecto, dignos de
mencién los procesos de fotoproduccion
de hidrégeno, agua oxigenada, amonia-
co, etc., que son objeto de investigacion
en diferentes laboratorios, entre ellos en
el nuestro (Candau et al, 1980; De la Ro-
saetal, 1983).

Las flavinas son, ademads, pigmentos
muy peculiares porque no so6lo pueden
transducir la energfa luminosa en ener-
gia redox sino también en energia acido-
base, perteneciendo, desde este punto de
vista, al tipo de los fotosistemas de forma
basica energetizada, en el sentido de que el
par dcido-base aumenta su pKj, al energeti-
zarse su forma bdsica (Losada, 1979a;
Losada et al., 1983). En efecto, la forma
basica (FN) presenta en su estado desener-
getizado fundamental muy baja afinidad
por los protones, con un pK,; de hacia 0.
En cambio, después de su energetizacion
por la absorcion de un cuanto de luz azul
(FN*), su pK; sube hasta 5. Ambos pares
comparten, por lo demas, una forma dacida
comuin, aunque no necesariamente proto-
nada en el mismo grupo activo —es decir,
por cjemplo, en una representacion esque-
matica, FNH"y HFN'(véase siguiente apar-
tado)—, de acuerdo con los equilibrios:

LpK
FHN* P24 EN + H**

HpK,*
<—_._A

HFN* FN*+ H*

Otro fotosistema dcido-base de enorme
interés es la bacteriorrodopsina de la mem-
brana purpurea de las halobacterias (Stoec-
kenius y Bogomolni, 1982). El grupo
prostético del pigmento es el retinal, o
forma aldehidica de la vitamina A, unido
a un residuo de lisina de la cadena polipép-
tidica por una base de Schiff de muy alto
pKg. Al iluminarse la bacteriorrodopsina,
el pK; de su forma dcida disminuye de por
encima de 10 a 3,5, permitiendo, ademds,
la translocacién del proton desde el inte-
rior de la célula al exterior, lo que conduce
a la creacién de un gradiente electroquimi-
co de protones por un mecanismo proba-
blemente muy similar al que utilizan otras
bombas de protones, como las NADH-
deshidrogenasas y los citocromos b trans-
ductores de las cadenas de transporte de
electrones (véase proximo apartado). La
estentorina, o pigmento receptor del ci-
liado fotofdobico verde-azulado Stentor,
cuyo grupo cromoforo ha sido identifica-
do como hipericina, es otro interesante
ejemplo de fotosistema 4cido-base del ti-
po de forma dacida energetizada (Walker
et al., 1979). En efecto, como consecuen-
cia de l1a bajada de pKg del grupo cromoé-
foro de 7,0 a 3,5 y de la concomitante
translocacion de protones, el pH del me-
dio disminuye marcadamente al irradiar
al ciliado en medio poco tamponado.
Tanto la bacteriorrodopsina como la sten-
torina son pigmentos (P) pertenecientes a
los fotosistemas dcido-base del tipo de
forma dcida energetizada (Losada, 1979a,
1985; Losada et al, 1983), que disminu-
yen su pKg al energetizarse la forma A4ci-
da del par al mismo tiempo que translo-
can el protén de grupo (PH* —— HP*™)
a través de su propia molécula, segin las
ecuaciones:

LpK *

HP** P24 . p o H,**
HpK,

PH' «——% P +H;
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Sistemas transductores de energia
redox/dcido-base de un electrén y un
proton de las cadenas de transporte

Como ya hemos mencionado, la gran in-
vencion de las algas consistié en la intro-
duccion de la clorofila @ como sistema
transductor de un electron de la energia
luminosa en energia redox (Arnon, 1977;
Losada, 1978, 1979ab; Losada y Guerre-
ro, 1979; Metzner, 1981; Govindjee, 1982;
Losada et al., 1983). El pigmento Pggo del
fotosistema II genera una diferencia de
potencial contra gradiente de hacia 1 V,
aproximadamente de +1 a O V, en tanto
que el pigmento P del fotosistema I
genera una diferencia de potencial, tam-
bién contra gradiente y de hacia 1 V,
pero aproximadamente de +0,4 a —04 V.
Por tanto, el salto de potencial entre el
PS 11 y el PS 1 es de hacia + 0,4 V a favor
de gradiente.

Teniendo en cuenta los nuevos poten-
ciales introducidos por el fotosistema
redox clorofila a de un electron es obvio
que la maquinaria enzimatica previamente
utilizada por las células anaerdbicas para
la transduccion directa de la energia redox
en energia metafosfato-ortofosfato, a través
del sistema de dos electrones catién acilio
(hacia —0,3 V) —anion carboxilato (hacia
—0,6 V), resultaba inaplicable a la nueva
situacion. Se necesitaba, pues, una solucion
adicional a la ya existente, a base de intro-
ducir nuevos sistemas transductores capaces
de utilizar, en uno o dos saltos, la energfa
liberada en la caida de un electrén a tra-
vés de los tramos de potencial especifica-
dos. La respuesta fue hallada, primera-
mente, en los citocromos b-563 y b-559
fotosintéticos, y, a renglon seguido —una
vez entrado en juego en el metabolismo
celular el oxigeno desprendido en la foto-
sintesis— en la NADH-deshidrogenasa, el
citocromo b-564 y la citocromo oxidasa
de la cadena respiratoria, todos ellos efi-
cientes talentos de la maquinaria energéti-
ca celular que los bioenergetistas no han
podido todavia desentrafiar. Dadas las li-
mitaciones de espacio, nos referiremos
exclusivamente en este articulo a algunos
aspectos de los citocromos b —especial-
mente estudiados en nuestro laboratorio

(De la Rosa et al, 1981; Losada et al,
1983; Hervas et al, 1984, 1985)— y a la
NADH-deshidrogenasa.

En el apartado anterior hemos tratado
de los pigmentos flavinicos como fotosis-
temas redox o dcido-base de un electron.
Ahora debemos afiadir que las flavinas se
caracterizan, ademds, porque aumentan su
potencial redox medio por protonacion
a bajo pH, segiin indican las siguientes
ecuaciones:

»

LEm
FN:- ———5 FN +e*

HE’ ), *
FNH: ———— FNH"* +e

Asimismo, las flavinas aumentan su pK,
por reducciéon a bajo potencial, de acuerdo
con las siguientes ecuaciones:

LpK,

FNH** —P0a(0X) g | fos
HpK

HFN- ‘P—a(redl FN- +H*

Ademds, algunas flavoproteinas, tales como
la dihidrolipoil-deshidrogenasa o la ferre-
doxina-NADP reductasa, exhiben potencia-
les redox medios proximos al de los piri-
din nucleétidos, en tanto que otras, tales
como la succinato deshidrogenasa o las
acil-CoA deshidrogenasas, presentan poten-
ciales redox medios préximos al de la ubi-
quinona. Por ultimo, la NADH deshidroge-
nasa —el complejo enzimitico flavinico
del sitio 1 de la cadena respiratoria— ope-
ra con una diferencia de potencial de hacia
0,3 V entre el NADH y la ubiquinona.
En consecuencia, esta enzima es, a nuestro
entender, un candidato excepcional para
operar a dos potenciales redox medios y a
dos pK, alternantes y servir de transduc-
tor de la energia redox en energia acido-
base en el primer escaléon de la cadena de
transporte de electrones de la membrana
citopldsmica de las bacterias o de la mem-
brana interna de las mitocondrias (Losa-
da, 1978, 1979b; Losada et al, 1983),
de acuerdo con los esquemas de las figuras
16 y 17 y de la siguiente secuencia de reac-
ciones:



TRANSDUCCION DE ENERGIA EN SISTEMAS BIOQUIMICOS

>

m

LE
FN +e* «————> FN-°

HpK
FN-- +Hj* _PRa(red) ypN.

»

HE ¥
HEN: «——— ™~ HFN-** +e¢

HFN-** M FNH**
HpKj* (oxgp)

LpKq (0x0)
<-———————————-._.—>

FNH** FN +Ho"*

e* +Hi*«———— e + H**

Debe subrayarse que la propia molécula
flavinica acepta y cede, reversiblemente,
un electrén y un protén no solo a distin-
tos potenciales y pK, sino en diferentes
sitios de la molécula, dando asi, también,
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cuenta de su cardcter vectorial, que deter-
mina la translocacion del proton durante
el proceso de transduccion de energia.
Respecto a los citocromos b-559 y b-
564 transductores de cloroplastos y mito-
condrias, respectivamente, los hechos resu-
midos mas relevantes son, a nuestro enten-
der, los siguientes (Losada, 1978, 1979a;
Losada v Guerrero, 1979; De la Rosa et
al,, 1981; Losada et al, 1983; Hervas
et al, 1984, 1985): 1) Parecen estar si-
tuados en las cadenas fotosintética o
respiratoria entre la plastoquinona o
ubiquinona y el citocromo f o ¢, cubriendo
un tramo de caida de potencial de hacia
+0,3 V. 2) Ambos citocromos b exhiben
un par estable de bajo potencial medio
dependiente de pH, con una pendiente de
—60 mV por unidad de pH, y un par ines-
table de alto potencial independiente de
pH. 3) Este comportamiento corresponde
a una forma reducida y protonada, comun
a ambos pares, y a dos formas oxidadas,
a saber, una desenergetizada y no proto-

¥ i
N /N\fo . N /N\fo
e
le* N, NH - A\ _NH
? :": : :QH,
N N__O
.o -~ \f e
O
N
P f.*
o N _N__O N_ _N__oO
H, = = H T NF
L * I \f -JT'- * \f
N NH ° A _NH
N N
’ .0. :0H

Fig. 16: Transduccidn reversible de energia redox en energia acido-base por las flavinas. La forma oxidada acepta un
electrdn a bajo potencial (e*) y, subsiguientemente, se protona a alto pH (Hi+) en posicion 4. La forma semiquindnica
protonada cede un electrdn a alto potencial (e) y se energetiza (*), manteniendo el protén en posiciéon 4. Esta forma
oxidada y energetizada —u otra similar, sin electrones desapareados y con la carga positiva en el nitrdgeno opuesto—

cambia su configuracién electrénica y transloca el proton (Hj*) de la posicién 4 ala
cuando esta 0ltima forma oxidada y energetizada (*) libera, a bajo pH, su proton (H,

osicion 1 (Hg*). El ciclo se cierra
*) en posicion 1.

?
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FN-

‘HpKa(redL )

Q’,(o —: oo H"’ oo oo
N = j— i -
H,
N
. PN e | HE,
H,
.o HpKa(ox|, of .

Fig. 17: Representacion esquemaitica de la transduccion reversible de energia redox en energia dcido-base por un siste-
ma flavinico. En su estado basal oxidado (FN), la flavina acepta un electron (e*) a bajo potencial (LE’y,;) de un donador
adecuado y se convierte en la forma reducida semiquindnica FN<), que exibe, en su posicién 4, un grupo de alto pKj,
(HPKa(red)), protonandose (H1 ) concomitantemente en dicha posiciéon. La flavina reducida y protonada (HiFN*)
se energetiza (*) al oxidarse a alto potencial (HE m*) perdiendo un electron (e), pero mantiene en la posicion 4 el pro-
ton previamente fijado (HjFN* *+). A continuacidn, la flavina oxidada y energetizada cambia su configuracién electré-
nica y transloca su protoén (Hl = Hy™ del grupo de alto pK, en posicion 4 (HpK,* (Oxl)) al grupo, también de alto
pK,, en posicion 1 (HpKa (0Xg ))- Finalmente, esta nueva forma oxidada y energetizada (*) de la flavina (FNHg**)

disocia su protdn (Hg +*) en posicién 1 a bajo pK, (LPKa(oxo)) desenergetizandose a la forma oxidada inicial (FN).

Para facilitar la comprension de las reacciones redox y acido-base implicadas en el proceso de transduccidn de energia se
han representado esquematicamente los pertinentes orbitales y grupos acido-base de alto (simbolos llenos) y bajo

(vacios) pK, de las formas reducidas y oxidadas, y protonadas y no-protonadas.

nada, y otra energetizada y protonada.
4) En mitocondrias, la proporcioén entre
ambos pares redox del citocromo b-564
depende reversiblemente del potencial de
fosfato, aumentando hacia el de alto po-
tencial con ATP y hacia el de bajo con
ADP y Pj, o en presencia de desacoplan-
tes. La accion energetizante del ATP se
ejerce a través de la ATP sintasa y se in-
hibe por la oligomicina. 6) Los agentes
desnaturalizantes, como el Triton, convier-
ten el par de alto potencial en el de bajo,
haciéndose éste entonces dependiente de
pH; en cambio, el desacoplante carbonilcia-
nuro-3-clorofenilhidrazona convierte el par
de alto potencial en el de bajo, pero sin res-
taurarle su dependencia de pH. 7) La trans-
locacién vectorial de protones ligada a
procesos redox parece ser, en principio, una
propiedad intrinseca de los complejos cito-

cromicos transductores de cloroplastos y
mitocondrias y, en el caso del citocromo
b-559, se ha visto que se correlaciona es-
trechamente con la proporcion de la forma
oxidada del par de alto potencial.

De acuerdo con estos hechos, nuestra
propuesta postula que los citocromos
b-559 vy b-564, asi como el b-563 foto-
sintético, son sistemas transportadores de
un electrén y un protén que funcionan al-
ternativamente a dos potenciales redox
medios y a dos pKj alternantes, permitien-
do la transduccidén de la energia redox en
energia acido-base, al mismo tiempo que la
translocacién de protones de un lado a
otro de la membrana, segiin el esquema de
la Figura 18, y de acuerdo con la siguiente
secuencia de reacciones, referida a los cito-
cromos fotosintéticos:



TRANSDUCCION DE ENERGIA EN SISTEMAS BIOQUIMICOS 53

LE
ferricit. b + e* ~——— ferrocit. b

HpKa (red)
ferrocit. b + Hot ——————~ Hg* —ferrocit. b
HE 1 *
Ho* —ferrocit. b «—— Hg" —ferricit. b* + e

HpK4™* (ox0)
Hgo* —ferricit. b* «————————— ferricit.b*—Hj*

HpKg* (ox1)

LpKg (oxj)
ferricit. b*—Hj* «— — «  ferricit. b + Hj™*

e* + Hot «————— ¢ + Hj**

alred)
©
H+

ferrocit. b

Hy-ferrocit. b

e HE;
ferricit. b
Hp a(oxl)
HpK, a(ox,)
ferricit. b— HY o

H.-ferricit. b"

Fig. 18: Representacion esquemaitica de la transduccion reversible de energia redox en energia icido-base por el cito-
ccomo b. La forma oxidada y desenergetizada del citocromo (ferricit. b) acepta un electrdn (e*) a bajo potencial
(LE"), lo que conlleva la aparicién de un grupo de alto pK, (HpK, (red)) en la forma reducida (ferrocit. b), que, en
consecuencm se protona a atto pH (Ho") en el lado del estroma. A continuacidn, la forma reducida y protonada
(Ho* -terromt b) cede un electron (e) a alto potencial (HE ', *) y se energetiza (*) manteniendo el protén en su misma
posicion (H0 -ferricit. b*). Esta forma oxidada y energetizada del citocromo cambia su configuracidon elec-
tronica, lo que conlleva la aparicion de un nuevo grupo de alto pK, (HpK,* (°x1)) y la desaparicién del anterior
(HpK,* (0Xo )), con translocacion del protén (H0+ -> Hl ). Finalmente, la ultima forma oxidada y energetizada (*) del
ferricit. b* — Hl disocia el proton a bajo pH (H1+*) al espacio intratilacoidal desenergetizdndose a la forma oxidada de
bajo pK, (LPKa(oxi)) y cerrando el ciclo. Los cinco y seis electrones de los iones férrico y ferroso, respectivamente, se
han ubicado esquematica y provisionalmente en los tres orbitales d planares, en uno o dos niveles de energia, Asimismo,
s¢ han representado esquematicamente los grupos acido-base protonados o no protonados de las formas de alto (simbo-
los llenos) y bajo (vacios) pK, implicadas en el proceso de transduccidén de energia. El mecanismo de transduccién po-
dria, incluso, ser mas simple, pero igualmente valido, participando sblo los dos orbitales d planares verticales y afectando
también ¢l cambio de configuracidn electronica a la forma reducida.
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La translocacion de un protén en una
molécula transductora —tal como las fla-
vinas o citocromos— puede ocurrir muy
rdpidamente, porque, de hecho (Fig. 19),
no es el propio protén del grupo donador
(AH) el que, como consecuencia del cam-
bio de estado redox y de energetizacion
del sistema, emigra, él mismo, al grupo
aceptor (B). En efecto, es bien sabido que
la transferencia de protones en solucién
acuosa es més facil y rdpida que cualquier
otro desplazamiento de d4tomos, ya que los
protones pueden desplazarse en forma de
cascada, como las fichas de un domind, a
lo largo de una cadena de moléculas de
agua, unidas por fuentes de hidrogeno, de
modo que cada proton avanza solo el tre-
cho entre dos atomos vecinos y que el
protbn que entra por un extremo e inicia
la carrera empujando a su vecino es distin-
to del que la termina y sale por el otro.
Siguiendo este simil, la Figura 19 represen-
ta esqueméticamente, con ciertas reservas
obvias, el probable proceso de transloca-
cion de un protén por un sistema trans-
ductor redox/acido-base, con participacién
de los grupos aceptores y donadores de
protones A y B, de afinidad alternante.
Ante el desconocimiento de los grupos
protonoforicos terminales y mediadores
que —a través del propio grupo prostético
y de las cadenas laterales de los aminodci-
dos de la proteina transductora— puedan
intervenir en la captacion, translocacién y
liberacidén de los protones, se han simulado
en el esquema —si bien s6lo a titulo imagi-
nario y explicativo— una serie de moléculas
de agua dispuestas en cadena entre los gru-
pos acido-base terminales A y B.

En cuanto al citocromo a; —el altimo
eslabon de la cadena de transporte de elec-
trones respiratoria— conviene resaltar que,
en contraste con los citocromos b, parece
pertenecer al tipo de sistemas transductores
redox del tipo de forma reducida energeti-
zada (Losada, 1978, 1979a; Losada et al.,
1983) —ya que, segin Wilson y Dutton
(1970), su potencial redox estandar dismi-
nuye al energetizarse la forma reducida del
par por el ATP—, comportindose en este
aspecto como la clorofila a de los centros
de reaccién de los fotosistemas, los prime-

: oo
Ho A O0—H (0—H) O—H :B-
o
+ o
H, FAY  0—H (0—H) O—H :B
ol o
~A—H; 0—H (0—H) O—H :B
hol o
A -A—H;-0—H-~+{0—H}-0—H-~-:B
WL e
= A--H—0-{H—0}--H—0-~H;— B
H ™

P
FA 0—H (0—H) O—H B4 K"

ext. [ -] int.

Fig. 19: Representacion esquemdtica de la translocacion
reversible de protones por un sistema transductor redox/
dcido-base. La reduccién a bajo potencial (e*) de la for-
ma oxidada desenergetizada conlleva la aparicién en la
molécula transductora de un grupo de alto pK; (A:7) que
capta de afuera, por el lado considerado exterior (ext.),
un protén pobre en energia (Ho¥). La oxidacién a bajo
potencial (¢) de la forma reducida y protonada (A—Hg)
conlleva la energetizacion de la molécula (*) y mantiene

*
el protén asociado al grupo A (A*—Hg). Esta molécula
oxidada y energetizada cambia su configuracién elec-
tronica, apareciendo en el lado considerado interior

*
(int) otro gurpo de alto pK, (:B) que capta un proton
pobre en energia (Hi+) al tiempo que el grupo A disocia
el suyo (H0+). Finalmente, la nueva forma oxidada y

*
energetizada (Hi—B*’) disocia hacia dentro a bajo pK,
un protén rico en energia (H;**), cerrando el ciclo. In-
tencionadamente, y para simplificar, se ha usado como
simil para el desplazamiento rapido del proton por “efec-
to tunel” una cadena hipotética de moléculas de agua
entre los dos grupos acido-base de afinidad alternante
de la molécula transductora.

ros agentes transductores de las cadenas
fotosintéticas de transporte de electrones.
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