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RESUMEN

El objetivo de la presente tesis consiste en contribuir a la comprension de las
propiedades cinéticas fundamentales de los procesos de acoplamiento energético que tienen
lugar en las membranas bioldgicas. Para ello hemos desarrollado y estudiado un modelo
que describe las caracteristicas bésicas de un sistema elemental de acoplamiento
quimiosmotico, de la clase de los que existen en la membrana plasmatica de ciertos
microorganismos que emplean el gradiente electroquimico de Na* como intermediario
energético (véase por ejemplo, Stoeckenius, 1985; Gottschalk y Blaut, 1990; Skulachev,
1992; Dimroth, 1992; 1997). Especificamente, hemos considerado un modelo de
microorganismo que expresa en su membrana interna: a) dos enzimas electrogénicas (E; y
E,), las cuales transportan el mismo cation monovalente (C), y b) rutas especificas para la
electrodifusion de C y de un anion monovalente (A). A su vez, las enzimas E; y E, acoplan
el transporte de C a las reacciones Si<>P1 y S,¢>P», respectivamente (Si, Pi: especies
moleculares intracelulares del nutriente S; y de su respectivo producto degradativo Py; Sy,
P,: especies moleculares intracelulares del metabolito energético S, y de su respectivo

producto degradativo P,).

En base a estas suposiciones se desarrolla un modelo matematico que describe la
velocidad de cambio de la diferencia de potencial eléctrico a través de la membrana, de las
concentraciones internas de C y de A, y de las concentraciones de S, y de P,. Una de las
caracteristicas mas relevantes del modelo estudiado consiste en la incorporacion de las
enzimas electrogénicas bajo la forma de diagramas cinéticos explicitos, lo cual permite

obtener expresiones para los flujos i6nicos determinados por estas enzimas que son, a su



vez, funciones explicitas de los pardmetros cinéticos y de las concentraciones de las
especies intervinientes. Mediante el empleo de este tipo de estrategia resulta posible evaluar
los efectos cinéticos mediados por las enzimas electrogénicas sobre las variables
fisicoquimicas del modelo (por ejemplo, el potencial de membrana o la concentracion
interna de C). Aunque el disefio del modelo estudiado en esta tesis puede resultar elemental
desde un punto de vista biologico, constituye sin embargo una plausible representacion para
el estudio de los sistemas transductores de energia existentes en las membranas de algunos
microorganismos (ver mas arriba). Asimismo, el desarrollo y analisis de modelos
dindmicos que contemplan un nimero reducido de variables relevantes en los procesos de
acoplamiento energético, y que incorporan a las enzimas intervinientes mediante diagramas
cinéticos explicitos, permiten ahondar en la comprensién del rol especifico desempefiado
por los diversos participantes en estos complejos procesos. En términos generales, los
resultados obtenidos en este trabajo contribuyen a apoyar la idea de que el potencial de
membrana constituye el intermediario cinético relevante en el proceso global de

acoplamiento entre la reaccion S1«<>P; y la sintesis de S,.



1 INTRODUCCION

Algunas de las propiedades mas importantes vinculadas al estado estacionario celular son el
resultado de complejos procesos de transporte que ocurren a través de las membranas de las
celulas. En particular, ciertas variables fisicoquimicas celulares, como por ejemplo la
diferencia de potencial eléctrico (DP) a través de la membrana plasmatica, el volumen
celular, y las concentraciones ionicas intracelulares, dependen criticamente de la actividad
de los sistemas de transporte presentes en dicha membrana. Especificamente, los sistemas
de transporte activo de iones inorganicos cumplen un rol fundamental en el mantenimiento
del estado estacionario de las variables mencionadas (Byrne y Schultz, 1988). Estos
sistemas estan constituidos por bombas idnicas capaces de acoplar una fuente de energia
libre al transporte de iones contra gradientes electroquimicos. La mayor parte de las
bombas i6nicas son enzimas electrogénicas (EE) (Laliger, 1991), debido a que generan un
movimiento neto de cargas eléctricas a través de la membrana. Algunos ejemplos notorios
de EE son la Na'-K*-ATPasa de la membrana plasmatica de las células animales, la FqF,-
ATPasa y la citocromo oxidasa de la membrana interna mitocondrial, y diversas H*-
ATPasas de las membranas de muchos microorganismos (para una revision, véase Laliger,
1991). En virtud de su caracter electrogénico estas enzimas realizan una doble contribucion
a la DP a través de las membranas: una contribucion “directa” debida a su condicion de
fuente de corriente eléctrica, y una contribucion “indirecta” debida a que mantienen

gradientes electroquimicos estacionarios de iones difusibles.

El anélisis tedrico de modelos que integran diversos aspectos del transporte a traves

de membranas se ha convertido en una poderosa herramienta para la interpretacion y la



prediccion del comportamiento de diversos procesos celulares. Este tipo de estudios
constituye un area tematica clasica en la biofisica de membranas. Diversos autores han
desarrollado modelos fisicoquimicos para el andlisis de la contribucion “directa” de las EE
a la DP existente a través de las membranas biologicas, en particular de la membrana
plasmatica de las células animales. La mayor parte de estos modelos considera aspectos
vinculados a los flujos activos y pasivos de los iones involucrados. Dentro de esta categoria
de modelos, muchos de ellos incluyen a las EE bajo la forma de expresiones cinéticas
empiricas o relaciones termodindmicas que representan aspectos fenomenoldgicos
determinados experimentalmente (Mullins y Noda, 1963; Frumento, 1965; Moreton, 1969;
Jacquez, 1971; Jacquez y Schultz, 1974; Jacob et al., 1984). Un enfoque diferente se basa
en el estudio de modelos gque incorporan a las EE mediante diagramas cinéticos explicitos
(Chapman et al., 1983; Hernandez et al., 1989; Lemieux et al., 1990; Borst-Pauwels, 1993).
Este tipo de estrategia permite, por ejemplo, evaluar el efecto cinético de diversos ligandos
de la enzima (en diversas EE, del ATP) sobre la DP. Otros investigadores han abordado
situaciones mas complejas, donde ademas de la DP se consideran otras variables del estado
estacionario celular. A modo de ejemplo podemos mencionar el estudio de modelos en los
cuales se vinculan el volumen, las concentraciones ionicas, y las propiedades eléctricas de
la membrana celular, a la actividad de la Na*™-K*-ATPasa (Jakobson, 1980; Scriven, 1981;
Weinstein, 1997). En estos modelos, las EE son incorporadas bajo la forma de expresiones
empiricas. Excepcionalmente, algunos autores han estudiado modelos de procesos
dindmicos celulares donde los sistemas de transporte mediado son incorporados bajo la
forma de diagramas cinéticos explicitos (Lemieux, 1990; 1992; Hernandez y Cristina,

1998).



El acoplamiento energético que tiene lugar en las membranas de organelos y
microorganismos constituye una importante clase de fendmenos celulares que depende de
la participacion simultanea de diversos sistemas de transporte activo (Caplan y Essig,
1983). Estos sistemas transductores de energia suelen ser agrupaciones macromoleculares
que se hallan integradas a las membranas y que estan fundamentalmente constituidas por
enzimas transportadoras. La mayoria de estas enzimas son electrogénicas (Laliger, 1991);
poseen la capacidad de acoplar una fuente quimica de energia libre (por ejemplo, una
reaccion de 6xido-reduccion) al movimiento neto de carga resultante del transporte de una
determinada especie ionica (por ejemplo, H" o Na’) a través de la membrana. Estos
procesos de acoplamiento energético en membranas biologicas pueden interpretarse en
términos de la teoria quimiosmatica propuesta por Mitchell (Mitchell, 1961). En el marco
de dicha teoria, el sistema macromolecular responsable del proceso puede considerarse
esquematicamente constituido por dos grupos de proteinas (Apéndice V). Uno es el
generalmente denominado “ATP sintetasa”, que cataliza la sintesis endergénica de ATP a
partir de ADP y de fosfato inorganico, acoplada energéticamente al transporte de H (o de
Na") a favor de gradiente. El otro grupo de proteinas es el responsable de la generacion del
gradiente electroquimico de protones (o de iones sodio). Para ello, emplea fuentes
energéticas caracteristicas de cada organismo. Se ha sugerido que la disipacién del
gradiente electroquimico desacoplada de la sintesis de ATP (“leak™) constituye un
componente esencial en el proceso de respiracion celular. Su rol fisioldgico es objeto de

intensa discusion e investigacion (Nedergaard y Cannon, 1992; Brand et al., 1994).

Diversos autores han estudiado modelos teoricos de los procesos de acoplamiento

energético en membranas. Dichos modelos han empleado fundamentalmente enfoques



fenomenoldgicos. Los formalismos mas utilizados han sido aquellos que provienen de la
Termodindmica Lineal de Procesos Irreversibles (Caplan y Essig, 1983; Walz, 1990;
Westerhoff y van Dam, 1992). Estos modelos han permitido profundizar en algunas
propiedades del acoplamiento energético, como por ejemplo en el grado de acoplamiento y
eficiencia termodinamicas en la fosforilacion oxidativa y en la fotosintesis, tanto en
organelos de células animales y vegetales como en microorganismos. Mas recientemente se
han desarrollado modelos que emplean el formalismo de la Teoria del Control Metabdlico
(Westerhoff y van Dam, 1992). Los estudios realizados en la mayoria de estos trabajos se
encuentran generalmente restringidos al dominio lineal cercano a la situacion de equilibrio
del sistema (en los modelos termodindmicos), o al entorno de sus estados estacionarios (en
el marco de la Teoria del Control Metabolico). Algunos autores han asimismo desarrollado
modelos dindmicos mas explicitos para representar el proceso de acoplamiento energético
(Holzhdtter et al., 1985; Korzeniewski y Froncisz, 1991; 1992), extendiendo de esta manera
el analisis hacia la regidn no lineal. En la mayoria de los casos, el caracter fuertemente no
lineal de estos modelos impone que los estudios, tanto los de estado estacionario como los
dependientes del tiempo, se realicen mediante simulaciones numéricas. En estos Gltimos
modelos, los flujos activos y pasivos de los iones involucrados son usualmente
representados por expresiones empiricas consistentes con algunas propiedades cinéticas.
Una contribucion importante al analisis teorico del proceso de acoplamiento energético en
membranas se lograria mediante el estudio de modelos que incorporan a las EE
participantes bajo la forma de diagramas cinéticos explicitos (Hansen et al., 1981; Laiger,
1991). Esto permitiria evaluar los efectos cinéticos mediados por las EE sobre algunas de

las variables fisicoquimicas relevantes en este fendmeno. Asi, por ejemplo, podria



estudiarse como la variacion en la concentracion de estas enzimas y sus ligandos afectaria a

la DP a través de la membrana o a la concentracion del metabolito energético sintetizado.

El objetivo general de la presente tesis consiste en contribuir al estudio teérico y a la
comprension de las propiedades béasicas de los procesos de acoplamiento energético en
membranas bioldgicas. En particular, el objetivo especifico de este trabajo consistid en
analizar el rol que desempefian desde el punto de vista cinético, los principales participantes
en estos procesos, es decir, la diferencia de potencial eléctrico a través de la membrana y la
diferencia de concentracion del ion transportado. Como fuera mencionado, muchos de los
estudios tedricos se han desarrollado para comprender el fendmeno en sistemas con un alto
grado de complejidad, como los que existen en organelos y en diversos microorganismos
(Caplan y Essig, 1983; Groen et al., 1990; Korzeniewski y Froncisz, 1991; 1992). Para el
modelado esquematico del proceso mediante el empleo del formalismo cinético estos
sistemas de acoplamiento energético resultan ser extremadamente complejos. Por esta
razon, el modelo estudiado en el marco de esta tesis ha sido desarrollado para describir
situaciones mas sencillas, como las que tienen lugar en algunos microorganismos que
emplean el gradiente electroquimico de Na* como intermediario energético (Stoeckenius,
1985; Gottschalk y Blaut, 1990; Skulachev, 1992; Dimroth, 1992; 1997). Teniendo en
cuenta estos casos mas simples, se ha asumido que el proceso de acoplamiento energético
ocurre a nivel de la membrana plasmética de un microorganismo ideal, mediado por el
funcionamiento integrado de dos EE. Para este caso concreto, ha sido desarrollado y
estudiado un modelo dindmico que describe la velocidad de cambio de la diferencia de
potencial eléctrico a través de la membrana, de las concentraciones internas de un cation

monovalente (C) y de un anion monovalente (A), y de las concentraciones de un metabolito
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energético (S,) y de su respectivo producto degradativo (P,). En este modelo no se han
considerado mecanismos de control del tipo “feedback”. Las dos enzimas electrogénicas,
E; y E, acoplan el transporte de C a las reacciones quimicas Si<>P1 y Sy<>P,
respectivamente. Tanto C como A experimentan electrodifusion. Las dos EE estan
representadas por medio de modelos cinéticos de dos estados que incorporan
explicitamente el efecto de la DP a través de la membrana (Hansen et al., 1981). Es
importante sefialar que la representacion de las EE mediante diagramas cinéticos explicitos
constituye uno de los aspectos originales fundamentales del modelo aqui estudiado, pues
permite obtener expresiones para los flujos idnicos determinados por estas enzimas que son
funciones explicitas de los parametros cinéticos y de las concentraciones de las especies
intervinientes. Uno de los objetivos particulares de este trabajo ha consistido en evaluar la
idea de que, de los dos componentes del gradiente electroquimico intermediario, la DP a
través de la membrana representa una fuente de energia libre mas répida y de utilizacion
mas eficiente que la diferencia de concentracion del ion transportado (Laliger, 1991). El
disefio especifico del modelo empleado basado en las dos EE consideradas puede resultar
elemental desde una perspectiva bioldgica, sin embargo es ya lo suficientemente complejo
para propositos analiticos. Ademas, el hallazgo de que este tipo elemental de sistemas
ciertamente opera en algunas bacterias que utilizan el gradiente electroquimico de Na*
como intermediario en el proceso de acoplamiento energético (Hilpert et al., 1984;
Laubinger y Dimroth, 1989; Dimroth, 1992; 1997), justifica el estudio del modelo minimo

introducido en esta tesis.
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Glosario de Simbolos

1) Variables:
Ci, Aj: concentraciones intracelulares del cation (C) y del anion (A).
S,, P2 concentraciones intracelulares de S, y de Ps.
Vn: diferencia de potencial eléctrico a traves de la membrana plasmatica.

t: tiempo.

I1) Parametros:
Ac: area de la superficie del microorganismo.
V¢ volumen del microorganismo.
Pc, Pa: coeficientes de permeabilidad i6nica de C y de A.
Ce, A¢: concentraciones extracelulares de C y de A.
Nt, M1: densidad total de las enzimas E; y E», respectivamente.
S1, P1: concentraciones intracelulares de S; y de P;.
Koz, K10, lo1, l10: constantes de velocidad que gobiernan las transiciones de E;.
Po1, P10, Jo1, G10: constantes de velocidad que gobiernan las transiciones de Eo.
Ky : constante de equilibrio (disociacion) de la reaccion S;<>P;.
Ky : constante de equilibrio (disociacién) de la reaccion S;<>P-.
dmax, Ks, : flujo maximo y constante de semi-saturacion, respectivamente, del
consumo metabdlico de S.
T,: sumade S,y P,.

q : diferenciaentre C; y A;.

12



2 MODELO MATEMATICO

El modelo de microorganismo empleado para la obtencion del modelo matemaético posee

las siguientes caracteristicas esenciales:

1) El microorganismo consiste en un compartimiento homogéneo rodeado por una
membrana, inmerso en un medio también homogéneo y de composicién constante.
Solamente se han considerado algunos eventos especificos de transporte que tienen lugar en

la membrana del mismao.

2) El volumen del microorganismo permanece constante debido a la accion de
mecanismos accesorios de regulacion del volumen, los cuales no afectan a las variables
consideradas en el modelo. Por ejemplo, la regulacién del volumen podria ocurrir mediante
el transporte inducido de osmolitos organicos electroneutros (Yancey et al., 1982; Kwon y
Handler, 1995). Como consecuencia, el area de la superficie del microorganismo (Ac)

también se considera constante.

3) La membrana plasmatica (Fig. 1) posee rutas especificas e independientes para la
difusion del cation (C) y del anion (A), y dos enzimas electrogénicas en paralelo (E; y E»),
una de las cuales (E;) funciona en condiciones fisioldgicas creando un gradiente
electroquimico de C (por ejemplo, Na*), a partir de la energia obtenida de la reacciion
S1>P; [para el caso de Propionigenium modestum (Dimroth, 1992) el par (Si/P1) podria
representar al par (succinil CoA/propionil CoA), ver Seccion 3.2], mientras que la otra (Ey)

emplea la energia almacenada en dicho gradiente para la sintesis de un metabolito
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energético S, (por ejemplo, ATP). Se ha considerado, por simplicidad, que las relaciones

estequiométricas moleculares C/S; y C/S; caracteristicas de E; y E, son iguales a la unidad.

Probablemente esta condicion no sea la usual para los sistemas bacterianos que
emplean el gradiente electroquimico de Na* como el intermediario energético (Dimroth,

1992; 1997).

Ce CB AB
(e)
E;
s, ()
P2
C; \) W v
= ¢ C Ay

Fig. 1. Modelo de sistema de acoplamiento energético en la membrana plasmatica (m) del microorganismo.

(e), (i): compartimientos extra e intracelulares, respectivamente. Ver texto para mayores detalles.

Teniendo en cuenta estas hipotesis, el siguiente modelo matematico gobierna la

velocidad de cambio de las concentraciones intracelulares de C, A, S, y P, (C;, Aj, Sz, P2),

y de la DP a través de la membrana plasmatica (Vp,, definida como Vi, = Vexterior - Vinterior)

(véase Glosario de Simbolos):
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dCi/dt (Ac/VC)(-Jl-J2+Jc)

dA; /dt = (Ac/Ve) (Jn)

(1a)
dSz/dt = (AclVC)(-Jz-(I)) = -sz/dt

de/dt = (F/Cm)( J1+J2-Jc+JA).

En las Ecs. (1a) y ( 1b ), J; y J, estan definidos por las Ecs. ( Al ) y ( A5)
(Apeéndice 1), representando los flujos del cation mediados por E; y E; respectivamente; Jc
y Ja representan los correspondientes flujos electrodifusionales de C y de A (Fig. 1); ¢
representa la velocidad de consumo de S, debida a la actividad metabdlica (Fig. 1); Ac y
V¢ el area de la superficie y el volumen del microorganismo, respectivamente; F es la
constante de Faraday, y Cy, la capacidad de la membrana. Al realizar una inspeccién del
sistema de Ecs. (1), se puede apreciar que la situacion de estado estacionario implica la
igualdad en la magnitud de los flujos activos y pasivos de C, equilibrio electroquimico de
A, y un balance exacto entre la produccion de S, por medio del acoplamiento
quimiosmotico y su utilizacién metabdlica. Las Ecs. (1 ) muestran también que el consumo

de S,, expresado mediante el flujo metabdlico ¢, promueve directamente la sintesis de P».

La ecuacion que describe la velocidad de cambio del potencial de membrana (dVy,
/dt) es reemplazada por la aproximacion estacionaria, en virtud de las diferentes escalas de

tiempo que gobiernan las variaciones en V, respecto a las de las otras variables (Apéndice

I):
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J1+J2-Jc+JA:O. (1b)

El sistema dado por las Ecs. ( 1 ) implica ademas las siguientes condiciones de

conservacion:

S22 +P,=T, ¥y C-A =4, (2)

donde T, y g son constantes. La segunda ecuacion es una consecuencia de la
electroneutralidad macroscépica; la carga g se considera positiva y se halla compensada por
una cantidad equivalente de cargas negativas debidas a la existencia de aniones

intracelulares no difusibles (cargas “fijas”).

Se ha asumido que los flujos electrodifusionales de C y de A estan dados por la
ecuacion de flujo de Goldman-Hodgkin-Katz (Goldman, 1943; Hodgkin y Katz, 1949), la

que expresamos de la siguiente forma:

Jo = Pcem[Ceexp(u/2)-Cijexp(-u/2)]

(3)

Ja = Paem[Acexp(-u/2)-Ajexp (u/2)],

donde Jc y Ja Se consideran positivos en la direccion entrante. En las Ecs. (3 ), u=FVy, /
RTy en=u/[exp(u/2)-exp(-u/2)],siendo R la constante universal de los gases, T la
temperatura absoluta y P; el coeficiente de permeabilidad i6nica (i = C, A). Bajo

condiciones especificas (Ce = Cj), estas ecuaciones satisfacen rectificacién éhmica (Hille,
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1992). En algunos procesos de acoplamiento energético mediados por un gradiente
electroquimico de protones, en los que ¢l flujo desacoplado (“leak™) parece ser no-6hmico,
la electrodifusion suele ser descrita por ecuaciones que contemplan esta particular

caracteristica (Garlid et al., 1989).

También se ha asumido que, en condiciones fisioldgicas, el consumo metabdlico de

S, esta gobernado por una cinética de tipo Michaeliana:

-0 = Omax S2/ (Ks; + S2), (4)

donde dmax representa el flujo méximo de consumo de S, y Ks, la constante de Michaelis.

3 RESULTADOS NUMERICOS Y DISCUSION

En las siguientes secciones se presentan los estudios numéricos desarrollados con el modelo
para situaciones como las de algunas bacterias que emplean el gradiente electroquimico de
sodio como intermediario en el proceso de acoplamiento energético (Hilpert et al., 1984,
Dimroth, 1992; Dybas y Konisky, 1992; Skulachev, 1992; Hayashi et al., 1996). Los
estudios realizados exploran los siguientes aspectos: a) la dependencia del estado
estacionario con respecto a los parametros del modelo; b) los efectos dindmicos
ocasionados por decrementos en S; y la subsiguiente restitucion del mismo (“pulso” de Si);
c) los efectos dindmicos provocados por modificaciones en la velocidad de consumo

metabdlico de S,; y d) los efectos dinamicos debidos a “pulsos” de S;, para las situaciones
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particulares en que Vp, 0 Cj permanecen constantes (“clampeo” de voltaje y “clampeo” de

concentracion del cation, respectivamente). En términos generales, los efectos dinamicos

producidos por estas perturbaciones son evaluados a través de los cambios que se verifican

sobre Vy, sobre C; y sobre la concentracion del metabolito energético S..

3.1 Métodos Numéricos

Para el desarrollo de las simulaciones, se efectu6 la integracion numérica del sistema de

Ecs. ( 1a ) empleando el método de Runge-Kutta de cuarto orden (lriarte, 1990), excepto

para la determinacion de V. Como fuera mencionado, luego de cada paso de integracion

se calculd6 V, asumiendo la aproximacion estacionaria de la condicion de

electroneutralidad [Ec. ( 1b )] (Seccion 2.2.1; Apéndice Il) (Hernandez et al., 1989). Los
valores de estado estacionario de las variables fueron inicialmente obtenidos a partir de las
correspondientes integraciones temporales, y luego confirmados por medio del
procedimiento iterativo descrito en el Apéndice Ill. En el caso de los estudios dinamicos, se

asumié ademas que cualquier modificacion en los requerimientos metabdlicos de S, ocurre
a través de cambios instantdneos en la velocidad maxima ¢max. En 10 que respecta a las

modificaciones inducidas en el sustrato S;, se introdujo la siguiente ecuacion para describir

el curso temporal de estos cambios en forma mas realista (ver Apéndice 1V):

S1(t) = S1(0)[1-exp(-t/6)]+S1(0)exp(-1/6), (5)
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donde S; (0) y S; () representan el valor inicial (referencia) y el valor final (inducido)

de S; respectivamente, y 0 es la constante de tiempo (ver Tabla I).

Los calculos se implementaron en un computador personal (procesador Pentium de
60 MHz), empleandose programas desarrollados especificamente para tales propésitos en

lenguaje Pascal (Turbo Pascal version 6.0).

3.2 Estados de Referencia

Los valores numéricos de los parametros empleados en las simulaciones son los que figuran
en la Tabla I. En el caso de las permeabilidades ionicas (Pc y Pa), estos valores se hallan

dentro del rango experimental aceptable para los coeficientes de permeabilidad iénica de

Na’ y CI (Sperelakis, 1995). Los valores de las concentraciones ionicas extracelulares (Ce

y Ag), podrian corresponder a aquellos de un ambiente salino externo, por ejemplo, a las

condiciones requeridas (concentraciones de Na* y CI") para el 6ptimo crecimiento de cierta
clase de bacterias (Laubinger y Dimroth, 1989). La densidad total de las enzimas
electrogénicas (Nt y M+) también se encuentra dentro del rango experimental (Gradmann et
al., 1982; Slayman y Sanders, 1984). Los valores elegidos para K; y K, son arbitrarios; sin
embargo presentan el orden de magnitud de las constantes de equilibrio de varias
reacciones que constituyen fuentes de energia para el transporte activo de iones en diversos
organelos y microorganismos, como la hidrélisis del ATP (Nicholls, 1987), la
descarboxilacion de succinato a propionato (Hilpert et al., 1984) o la oxidacion de NADH a

NAD® (Lehninger et al., 1993). Asi, por ejemplo, para el caso de Propionigenium
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modestum (Dimroth, 1992) el par (S1/P1) podria representar al par (succinil CoA/propionil

CoA), mientras que (S,/P,) corresponderia al par (ATP/ADP).

Un microorganismo esférico con un radio de 1.4 x 10* cm (1.4 um) tendria un
volumen de aproximadamente 1.15 x 10™** em® y un area de superficie total de 6.16 x 10°®
cm?. Se ha asumido que el &rea permeante efectiva (Ac) es ligeramente menor que este

valor (ver Tabla ).

El resto de los valores de los parametros del modelo fueron obtenidos
empiricamente siguiendo un procedimiento de “ensayo y error”. Los valores de las
constantes de velocidad de las reacciones enziméticas se ajustaron para obtener valores de
los pardmetros cinéticos (por ejemplo, flujos maximos y constantes de semi-saturacion,
Apéndice 1) consistentes con aquellos determinados experimentalmente para diversas
enzimas electrogénicas (Gradmann et al., 1982; Slayman y Sanders, 1984). Los valores de
los parametros cinéticos relativos al consumo metabolico de S, (dmax Y Ks,) fueron elegidos
arbitrariamente; el Gnico criterio restrictivo empleado consistio en la obtencién de valores
de las variables comprendidos dentro del rango fisiologico para la situacion de estado

estacionario.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, fueron determinados dos estados de
referencia (estados estacionarios), Ml y MII, correspondientes a valores de S; iguales a 5 x
10° (Tabla 1) y 107 mol cm™ respectivamente (el resto de los valores de los parametros

segun Tabla I):
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MI:  Vp(0)=0.1653V; C;i(0)=29.1558 x 10°® mol cm™;
A (0)=2863x10" molcm?; S, (0)=5.06x 10® mol cm™; (6a)
P, (0)=2.18x 10° mol cm™;

MIl:  Vp, (0)=0.0071V; C;i(0)=18.6319 x 10° mol cm™;
A (0)=9.7743x 10° mol cm™; 'S, (0)=0.093 x 10® mol cm™; (6b)
P, (0)=2.135x 10° mol cm™;

El estado de referencia MI representaria un estado de mayor energia en relacion al
estado de referencia MII, lo cual se refleja fundamentalmente en la diferencia de magnitud
de la energia libre almacenada bajo la forma del componente eléctrico en ambos estados
(ver Apéndice V). Debido a que no existe suficiente evidencia experimental para justificar
su consideracion como posibles estados fisiol6gicos de algin microorganismo en particular,
estos estados de referencia son arbitrarios y han sido empleados exclusivamente con el fin
de evaluar el comportamiento del sistema bajo diferentes condiciones del intermediario

energeético (ver Seccion 3.4.2).

3.3 Estudios de Estado Estacionario

3.3.1 Efectos causados por modificaciones en S; y en ¢max

Los graficos que se presentan en la Fig. 2 muestran la dependencia del estado estacionario
del sistema (estado de referencia MI) con respecto a dos parametros que reflejan la

condicion metabolica del microorganismo: la concentracion interna de nutriente (S;) y la

velocidad maxima de consumo del metabolito energético S; (dmax), respectivamente. Para
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el intervalo de valores considerado, se observa un notorio incremento de Vp, y un marcado
descenso de C; (Fig. 2-A) con S;. A su vez, se verifica aumento de S,. El sistema ademas

exhibe cinética de saturacion para V., una propiedad caracteristica de los modelos

cinéticos de generacion electrogénica de la DP (Hernandez et al., 1989). En consecuencia,
se pierde la capacidad de almacenar energia a través del intermediario energético mas alla
de un determinado valor de S; (aproximadamente igual a 10° mol cm™), debido

basicamente a que por encima de este valor no se registran cambios en ninguno de los dos

componentes del intermediario energético (Cj y V) (ver Apéndice V). En la Fig. 2-B se
aprecia el descenso de S, al incrementarse dmax, €N tanto que practicamente no se registran

cambios en V, ni en C;. Se puede anticipar que esto se debe fundamentalmente a que E; es

la principal enzima electrogénica para los valores especificos de los parametros
considerados (Tabla 1), es decir, es la que contribuye en mayor término a la DP (véase mas
adelante, discusion de la Fig. 3). La Fig. 2-B también revela que, dentro del rango
explorado, el sistema es capaz de tolerar importantes incrementos en la demanda

metabolica (mantener valores de S, mayores que cero) sin que esto afecte en forma

significativa su capacidad energética (Vy,, y C; no experimentan modificaciones

sustanciales). Ademas, los cambios promovidos por ¢max SObre S, no afectan a ninguno de

los componentes del intermediario energético.
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3.3.2 Efectos causados por modificaciones en la densidad de las enzimas

electrogénicas (Nty Mr)

Las Figs. 3-A y 3-B muestran la dependencia del estado estacionario del sistema (estado de
referencia MI) con respecto a las densidades de membrana de las dos EE (Nt y My). Como
fuera mencionado (seccion anterior), E; resulta ser la principal enzima electrogénica para
los valores considerados de los parametros (Tabla 1). En efecto, el estado estacionario
implica que (Apéndice I11): Jo=0, -J,=¢ y-Ji-J,+Jc=0. Entonces, a partir de la Ec.
(4) se satisface que: - J, < dmax. Para los valores empleados de los pardmetros (Tabla I), se
comprueba que: Ji >> dmax Y Jc >> Omax. Entonces, - Ji - Jp + Jc ~ - J1 + Jc. Por
consiguiente, en la solucion estacionaria para Vp, (t) (Apéndice Il) E; y la electrodifusion

de C resultan ser los participantes fundamentales. Como consecuencia, y como se aprecia
en la Fig. 3-A, modificaciones en la densidad de E; (Nt) promueven importantes cambios

en ambos componentes del intermediario energético, siendo particularmente notorios sobre
:el componente eléctrico, ya que la DP (V\,) aumenta significativamente con Nt a lo largo
de todo el intervalo estudiado. En relacion a esto Gltimo, es interesante sefialar que se
encuentra una dependencia aproximadamente lineal entre V, y la densidad de la enzima
electrogénica relevante del sistema, para un rango de valores de densidad relativamente
amplio correspondiente a la fase inicial de la curva (Hernandez et al., 1989). A su vez, C;

decrece marcadamente con Nt hacia un valor asintético minimo (igual a ), determinado
por la condicion de conservacion establecida por la Ec. ( 2 ). Este valor asint6tico se

alcanza a valores relativamente bajos de N1, y como la permeabilidad del cation (Pc)

permanece constante, resulta que el potencial de difusion (Vgoigman) también alcanza un

24



valor asintotico para esos mismos valores de Nt [ver Ec. ( A10 )]. Para todo el intervalo
estudiado, S, verifica un aumento practicamente lineal con respecto a N+1. Por otro lado, los
cambios en la densidad de M+ no afectan a ninguno de los componentes del intermediario
energético (Fig. 3-B), por lo tanto las modificaciones que se verifican sobre S, pasan a ser

de indole puramente cinética, obedeciendo especificamente a una cinética de saturacion

gobernada por ¢max [ver Ecs. (1la)y (4)].

En base a los resultados aqui presentados, y para los valores considerados de los
parametros (Tabla 1), podemos concluir que la energia almacenada en el intermediario
energético depende principalmente de la actividad de la enzima E;. Se concluye esto debido
fundamentalmente a que las modificaciones ocurridas sobre la densidad de esta enzima

promueven drasticos cambios en las magnitudes de los dos componentes del intermediario

energético (Vi ¥ Ci), los cuales no se verifican para la enzima E; (en este caso los valores

de Vn, y Ci permanecen practicamente constantes).
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3.3.3 Efectos causados por modificaciones en Pc

La Fig. 4 muestra la dependencia del estado estacionario del sistema (estado de referencia

MI) con la permeabilidad idnica del cation (Pc). Se aprecia claramente que, como resultado
de aumentar la permeabilidad (Pc), se produce un marcado incremento en C;, provocando a
su vez la disminucién del gradiente electroquimico del cation, y por lo tanto, un

significativo descenso tanto en la DP total (V) como en su componente electrodifusivo
(VGoldman)- Al analizar los resultados de las Figs. 2 y 3, se puede apreciar que S, resulta ser

extremadamente sensible a los cambios que se producen sobre Vy,; en consecuencia, su

concentracion en estado estacionario disminuird a un valor minimo practicamente
despreciable, en respuesta a un aumento en la permeabilidad del cation. La Fig. 4 muestra,
ademas, que el sistema es particularmente sensible a los cambios ocasionados sobre Pc en
el entorno de sus valores de referencia (Tabla I). Es asi que un descenso en la
permeabilidad idnica puede causar un importante incremento en la cantidad de energia
almacenada por el intermediario energético, fundamentalmente a través de su componente

eléctrico. A su vez, se verifica un significativo aumento en S, al disminuir Pc.
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3.4 Estudios Dinamicos

3.4.1 Efectos dindmicos causados por modificaciones en S; y en ¢max

La Fig. 5-A muestra el efecto ocasionado por un descenso significativoen S; [de S; (0) =
5x10%aS; () =5x10" mol cm™; Ec. (5)] sobre la dindmica del sistema, para el caso
en el cual las condiciones iniciales corresponden a las del estado de referencia MI. Se puede

apreciar que, como consecuencia de la disminucion en el nutriente (S;), el efecto principal
se verifica sobre Vy,, el cual experimenta un notorio descenso debido a que E; es la enzima

electrogénica predominante, y por lo tanto la que contribuye en mayor término a la DP,

junto a la permeabilidad del cation (P¢) [ver discusion Figs. 2, 3-A, 4 y Ec. ( A9 )]. Esta
disminucion en Vp, provoca a su vez un significativo descenso en S,. Como fuera
mencionado (Seccion 3.3.3), del analisis de las Figs. 2 y 3 se desprende que S, es
especialmente sensible a los cambios que se producen en Vp,. El leve incremento que sufre
Ci es consecuencia de la aun importante contribucion de E; a Vi, [un aumento en Pc
determinaria un influjo mas importante del cation (ver Fig. 4)]. Cuando S; recupera su valor
inicial [de S; (0)=5x10"aS; () =5 x 10° mol cm™; Fig. 5-B], las tres variables
(Vm, Cij y S;1) recobran sus valores correspondientes al estado de referencia MI. En este

experimento de “pulso” de Si, el estado inicial del sistema corresponde al estado final del
experimento presentado en la Fig. 5-A, luego de 2000 segundos de “corrida” del programa

de célculo.

29



0,17+
0,16
0,151
g 0,141
e
> 0,131
0,121
0,115
N wn
o N
— —
=< 3
™ =}
(@)
5 3
= &
2 =
~ )
o =
oL,
5_
41
&
o
—
< 31
@
e
G 24
©
£
- 14
n
0 200 400 600 0 200 400 600

tiempo (s)
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La Fig. 6-A muestra el efecto ocasionado por un importante incremento en ¢max [de

2 x 10 a 2 x 10™ mol cm™ 5] sobre la dindmica del sistema, también para el caso en el
cual las condiciones iniciales corresponden a las del estado de referencia MI. El Unico

efecto significativo ocurre sobre Sy, sin estar éste asociado a cambios en el intermediario

energético (o sea, sobre V, 0 sobre C;). A su vez, el unico efecto dinamico causado por un

notorio decremento en dmay [de 2 x 102 a 2 x 10™* mol cm? s, Fig. 6-B], sobre el estado
de referencia MI, se manifiesta por un incremento en S,. En forma similar a la situacion
generada por los cambios en S; (Figs. 5-A y 5-B), las fases transitorias provocadas por las
perturbaciones en el sistema consisten en relajaciones monotonas hacia nuevos estados

estacionarios.

Los resultados presentados en esta seccion muestran que, como consecuencia del rol
que desempefia la enzima E; en la generacion de la DP a través de la membrana, su

actividad incide directamente en la sintesis del metabolito energético S, (Fig. 5, ver
también discusiones Figs. 2, 3 y 4). Ademas, los cambios debidos a modificaciones en ¢max

practicamente no afectan a ninguno de los dos componentes del intermediario energético

(Fig. 6, ver también discusion Fig. 2).
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3.4.2 Efectos dinamicos causados por “pulsos” de S;, manteniendo V,, o C; constantes

Las Figs. 7-A y 7-B muestran los efectos provocados por un incremento en S; sobre la
conducta temporal del sistema, para casos en los cuales: a) C; fue mantenido constante
(experimentos de “clampeo” de concentracion del cation, Figs. 7-A y 7-B, graficos
superiores), y b) Vn, fue mantenido constante (experimentos de “clampeo” de voltaje,
Figs. 7-A'y 7-B, gréficos inferiores). Para las simulaciones cuyos resultados aparecen en la
Fig. 7-A, las condiciones iniciales del sistema corresponden a las del estado de referencia
MII, mientras que para los que se muestran en la Fig. 7-B, las condiciones iniciales son las
del estado de referencia MI. En ambos casos, el “pulso” de S; fue fijado en un valor de 10
mol cm™. Por lo tanto, para los graficos que aparecen en la Fig. 7-A, S; cambiade S, (0) =
107 aS; () =2 x 107 mol cm™, mientras que para aquellos que se muestran en la Fig. 7-
B, lo hace desde S; (0) =5x10%a S; () = 5.1 x 10® mol cm™ [Ec. (5 )]. Se han
calculado, ademas, las variaciones de energia libre producidas en los diferentes casos, de

acuerdo a las siguientes expresiones (Apéndice V):

Agelec = F [ (Vm)final = (Vm)inicial ]
(6)
Agcone = R T [ In (Ce/Ci)final - In (Ce/Ciiniciar 1,

donde Agglec Y Agconc representan los cambios de energia libre en los componentes eléctrico

y de concentracion, respectivamente, del gradiente electroquimico del cation C, y donde F,

Ry T ya han sido definidos (Seccion 2.2.1).
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Tabla I.
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Para las simulaciones en las cuales las condiciones iniciales del sistema
corresponden a las del estado de referencia MII (Fig. 7-A), los efectos causados por el

“pulso” de S; resultan ser notorios. Durante el “clampeo” de concentracion del cation
(gréfico superior), el incremento en S; provoca un importante aumento en Vp, Yy por
consiguiente también en S,. En la situacion ocasionada por el “clampeo” de voltaje (grafico
inferior), se aprecia que el “pulso” de nutriente determina un significativo descenso en C; Y,

a su vez, un aumento en S,. La cantidad adicional de energia acumulada en cada caso, bajo

la forma del intermediario energético, es la siguiente [Ecs. ( 6 )]:

“Clampeo” de Ci: Agelec = F[ (Vm)t=600- (Vm)t=os] = 2600.7 J/mol.
(7a)
“Clampeo” de Vm Asconc = R T [ In (Ce/C|)’[ =3000 " In (Ce/C|)’[ =0s ] = 1751.3 J/m0|.

Para las simulaciones en las cuales las condiciones iniciales del sistema
corresponden a las del estado de referencia Ml (Fig. 7-B), los efectos provocados por el

“pulso” de S; resultan ser cualitativamente similares a aquellos que se observan en la Fig.
7-A, aunque notoriamente menores en magnitud. Se puede apreciar que Vy, aumenta
durante el “clampeo” de concentracion del cation y que C; disminuye durante el “clampeo”

de voltaje, pero ambos lo hacen en cantidades practicamente despreciables. Esto ultimo se

refleja claramente en el balance energético correspondiente a cada caso:
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“Clampeo” de Ci: Agglec = F [ (Vm)t=600 - (Vm)t=0s] = 16.2 J/mol.
(7b)
“Clampeo” de Vm. ASCOHC = R T [ In (Ce/C|)t: 3000 ~ In (Ce/C|)t: 05] = 46.8 J/m0|.

Al comparar los resultados de las Ecs. ( 7a) y ( 7b ) podemos observar que, bajo las
condiciones estacionarias establecidas por el estado de referencia M, el sistema se halla
cercano a la saturacion de cualquiera de los dos componentes del intermediario energético,
ya que la capacidad de almacenamiento de energia por parte de estos componentes es
claramente menor en relacion a la situacién determinada por el estado de referencia MIl.
Las condiciones estacionarias establecidas por este Gltimo estado, determinan que el
sistema se halle notoriamente alejado de la saturacion de ambos componentes del
intermediario energético, lo cual se refleja en el hecho siguiente: la generacion de un
“pulso” de nutriente (S;) es capaz de producir una importante respuesta de acumulacion de
energia tanto en los experimentos de “clampeo” de concentracion del cation como en los de
“clampeo” de voltaje [Ecs. ( 7a )]. Sin embargo, en la condicion de ‘“clampeo” de
concentracion del cation se logra almacenar una mayor cantidad de energia (en la forma del
componente eléctrico) que en la relativa a la de “clampeo” de voltaje (en la forma del
componente de concentracion), como se constata en los resultados de las Ecs. ( 7a ). Es
importante destacar, ademas, que las constantes de tiempo de estas dos clases de

simulaciones son marcadamente diferentes. Mientras que en los experimentos de

“clampeo” de concentracion del cation (Figs. 7-A 'y 7-B, gréaficos superiores), Vp, alcanza

rapidamente un nuevo valor estacionario, los cambios experimentados por C; durante los

experimentos de “clampeo” de voltaje (Figs. 7-A 'y 7-B, gréficos inferiores), tienen lugar a
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un ritmo apreciablemente mas lento. Esto resulta ser una consecuencia directa de la
diferencia que existe entre las escalas de tiempo en que ocurren los cambios en Vi, y en C;

(Jakobsson, 1980; Hernandez y Cristina, 1998) (ver Apéndice Il). Esta diferencia ha sido

implicitamente asumida, en todos los estudios efectuados, mediante el empleo de la
ecuacion estacionaria Ec. ( 1b ) como una solucion para la dependencia temporal de Vp,

(Apeéndice 1), en lugar de una ecuacion diferencial explicita.
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4 CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos a partir de los estudios realizados permiten entonces concluir que:

a)

b)

El intermediario en el proceso de acoplamiento (el gradiente electroquimico del
cation C) es capaz de almacenar la energia suministrada por el nutriente (S;1) y
de emplearla para la sintesis de un determinado metabolito energético (S,) (Fig.

2-A, Seccion 3.3.1).

Para los valores considerados de los parametros (Tabla 1), la principal
contribucion a la generacion de la DP proviene de la enzima electrogénica E;.
En consecuencia, el nivel de energia alcanzado por el intermediario energético,
y por consiguiente, la concentracion del metabolito energético, resultan ser
extremadamente sensibles a la actividad de esta enzima (Fig. 3, Seccién 3.3.2,

Figs. 5y 6, Seccion 3.4.1).

La concentracion del metabolito energético puede variar en respuesta a
modificaciones en la demanda metabdlica (representada por ¢max) 0 en la

actividad de la enzima electrogénica que cataliza su sintesis (E>), sin que se
afecte el nivel de energia del intermediario en el proceso de acoplamiento (Figs.
2-B, 3-B y 6, Secciones 3.3.1 y 3.3.2). Esto resulta ser una consecuencia

inmediata de la propiedad expresada en b).
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d) Las modificaciones provocadas en la permeabilidad ionica (Pc) promueven

significativos cambios en los dos componentes del intermediario energético (Vn,

y Ci) (Fig. 4, Seccién 3.3.3). Esta propiedad concuerda con la actividad

desacoplante atribuida a los “leaks” i6nicos en las membranas transductoras de

energia (Nedergaard y Cannon, 1992; Brand et al., 1994).

Estas propiedades permiten concluir que el modelo planteado puede constituir una
descripcion elemental plausible para aquellos procesos de acoplamiento de energia en los

que una de las EE resulta ser dominante.

A su vez, algunos de los resultados presentados en este trabajo de tesis constituyen
argumentos a favor de la nocion de que la DP resulta ser el componente cinético y

termodinamico relevante en el intermediario energético. En efecto, segin hemos mostrado:

a) Los cambios en la concentracidén del metabolito energético fundamentalmente
obedecen a las modificaciones que se producen en el potencial de membrana
(Figs. 2-A, 3-A, 4 y 5, Seccién 3.3). Esto se debe principalmente a que la
concentracion del cation no puede descender mas alld de un valor minimo,
consecuencia de la imposicion de la condicion de electroneutralidad [Ec. ( 2)];
por lo tanto, todo cambio que se registre en la concentracion de S,, una vez que
Ci ha alcanzado ese valor minimo, estara estrechamente vinculado a las

modificaciones que se verifiquen en el componente eléctrico del intermediario

energetico (V) (ver Figs. 2-A, 3-A 'y 5).
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b) Para “pulsos” de igual magnitud en la concentracion de nutriente (S;), la DP
constituye una fuente de energia libre que se genera mas rapidamente en
relacién a la representada por la diferencia de concentracion del ion transportado
(Fig. 7-A, Seccion 3.4.2). Ademas, para condiciones en las que el sistema se
halla alejado de la saturacion de los dos componentes del intermediario
energético, el potencial de membrana es capaz de almacenar una mayor cantidad

de energia [Fig. 7-A 'y 7-B, Seccién 3.4.2, Ecs. (7a) y (7b)].
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5 PERSPECTIVAS

El modelo estudiado en esta tesis representa una de las situaciones mas simples que se

pueden plantear. Posteriores modificaciones a este modelo basico permitirian extender los

estudios con el fin de analizar situaciones mas realistas. Esto implicaria explorar los efectos

que se originarian al incorporar otras propiedades y caracteristicas relevantes de los

sistemas transductores de energia que existen en las membranas de diversos organelos y

microorganismos. Entre otras propiedades podrian considerarse:

a)

b)

Incluir términos no éhmicos en las expresiones que describen la electrodifusion
i6nica. Esto permitiria abordar el estudio de algunos procesos de acoplamiento
energético en los que el flujo desacoplado (“leak”) resulta ser no-6hmico (Garlid

et al., 1989).

Incluir procesos de “slippage” en los modelos enziméticos [desarrollo de ciclos
en los cuales ocasionalmente las bombas i6nicas promueven la degradacion de
una fuente de energia libre, sin que ésta sea empleada para el transporte de iones
a través de la membrana (ciclos futiles)]. Esto se lograria mediante el uso de
diagramas cinéticos, representando a las enzimas participantes en el proceso,
con un mayor numero de estados conformacionales que los utilizados en este
trabajo de tesis, aunque como consecuencia el analisis se haria mas complejo
(ver Apéndice VI). El rol del “slippage” de las EE en el proceso de
acoplamiento energético ha sido planteado y discutido por algunos autores (para

una revision, véase Laliger, 1991).

41



c) Considerar relaciones estequiométricas diferentes de la unidad para los procesos

de transporte mediados por las EE. Esto podria generar un modelo capaz de
funcionar bajo condiciones de energia menores que las consideradas en esta
tesis [por ejemplo, mantener la sintesis del metabolito energético (S,), a partir
de reacciones quimicas (S;<»>P1) cuyas fuerzas termodindmicas fueran
inferiores a aquellas que promueven la propia formacion del metabolito
energéticol. Como se mencionara, tal podria ser la situacion en algunos

microorganismos (Dimroth, 1992; 1997).

d) Condiciones que determinen diferentes contribuciones relativas de las EE a la

DP [por ejemplo, que ambas EE (E; y E;) contribuyan en igual término al

potencial de membrana]. Para ello, se requeriria considerar valores mayores de
dmax- ES interesante destacar, sin embargo, que el valor de ¢max empleado aqui

(Tabla 1) es consistente con los valores experimentales encontrados para el

recambio (“turnover”) de ATP en mitocondria (Reich y Sel’kov, 1981).

Considerar la aplicacion del modelo para el caso en el cual el gradiente
electroquimico sea generado por un transporte de protones. Un tipo de analisis
como el desarrollado en este trabajo de tesis, basandose en un modelo elemental
poseyendo algunas de las propiedades y caracteristicas basicas de los procesos
de acoplamiento de energia en membranas, podria ayudar a comprender cuales
son las diferencias esenciales relacionadas al empleo de iones H*, en lugar de

otra clase de iones, para la generacion del gradiente electroquimico existente a
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través de las membranas transductoras de energia de la mayoria de organelos y

microorganismos (Skulachev, 1992).

En conclusion, consideramos que el modelo desarrollado constituye una adecuada
descripcion de los aspectos cinéticos basicos de los procesos de acoplamiento energético en
sistemas macromoleculares de membrana. Sus propiedades fundamentales podrian ser las
que caracterizaran a ciertos procesos de acoplamiento que emplean un gradiente
electroquimico de Na* como intermediario energético. Su principal contribucion consiste
en la propuesta de una plausible estrategia de modelado con la finalidad de describir tanto
las propiedades estacionarias como dinamicas de los procesos elementales de acoplamiento
de energia en membranas bioldgicas. Por su naturaleza, el modelo es potencialmente capaz

de incorporar otras propiedades que le permitan describir situaciones mas complejas.
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APENDICE |

Flujos de C mediados por las enzimas electrogénicas

El transporte activo de C mediado por E; estd descrito por el siguiente diagrama

cinético de dos estados (Fig. All):

NG
Ce C;
]10 101 k10 kUl
Pl S1
Nl

Fig. All. Diagrama cinético correspondiente a la enzima E;.

En este diagrama, N y Nj representan los estados conformacionales de la enzima
electrogénica, mientras que Koi, Kio, lo, l10, SON las constantes de velocidad que gobiernan
las transiciones correspondientes. El significado del resto de los términos se halla
especificado en el Glosario de Simbolos. En estado estacionario, el flujo J; (considerado
positivo en la direccion de las agujas del reloj) puede ser expresado, entre otras formas,

empleando el método algoritmico desarrollado por Hill (1977), como:

Ji = (Nt/Z1) (Kot l10 S1 Cj - kyo loa P1 Ce ), (A1)
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donde Nt representa la cantidad total de la enzima y X; la suma de los diagramas

direccionales de todos los estados del modelo cinético, es decir

21 = Ko1 S1 Cj+ lo1 P1 Ce + kig + lao.

Para el caso en que P1 =0y C; = C, = C, a partir de la Ec. ( Al ) se obtiene el flujo

maximo (Js,) y la constante de Michaelis (Ky ;) para Si:

Js; = Nt |1o Yy KM’51 = (k]_o + |10 ) / kOl C. (A2a)

Anélogamente, para P;:

JPl NT klO Yy KM’pl = ( k10 + |10 ) / |01 C. (A2b )

Se ha asumido que las constantes de velocidad lp; y |10 dependen con la DP de

acuerdo con las siguientes expresiones (Hansen et al., 1981):

lor = la® exp [FVm/ RT)]; lio = li’exp[-FVim/ (2RT) ], (A3)

donde lo1° y l1¢° son independientes de Vi, Y F, Ry T ya han sido definidos (Seccién 2.2.1).

Para valores de Vi, =0y C = 1.4 x 10 mol cm™, y empleando los valores de los

parametros que aparecen en la Tabla |, se obtiene:
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4825 yAcm?st Kys = 7.214x 107 mol cm™®;

Js;

Jpy = 0482 pAcm?s™;  Kyp = 7.214x10° mol cm™,

La condicion de balance detallado (o principio de reversibilidad microscopica)

impone, ademas, la siguiente restriccion sobre las constantes de velocidad:

Ky = Koz l10° / (Kio los®), (A4)

donde K; es la constante de equilibrio (disociacion) de la reaccion S;<»>P;.

Teniendo en cuenta que existe un Unico ciclo, el flujo activo de C mediado por E;

(considerado positivo en la direccion saliente) es igual a J;.

El transporte activo de C mediado por E, estd descrito por el siguiente diagrama

cinético de dos estados (Fig. Al2):

M,
Ce o
U0 |90 Pio |} Por
P, Sy
M,

Fig. Al2. Diagrama cinético correspondiente a la enzima E.
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Analogamente al caso anterior, el flujo activo de C mediado por E; es igual a J,:

J2 = (M1/ZX2) (Pot 10 S2 Cj - p1o o1 P2 Ce ), (A5)

donde Mt representa la cantidad total de la enzima y X, la suma de los diagramas

direccionales de todos los estados del modelo cinético, es decir

22 = po1 S2 Cj + Qo1 P2 Ce + P10 + Q0.

Para el caso en que P, =0y C; = C, = C, a partir de la Ec. ( A5 ) se obtiene el flujo

maximo (Js,) y la constante de Michaelis (Ky s,) para Sy:

J = M7 Y Kus = (Pw0o+0w)/posC. (A6a)
Analogamente, para P,:
J, = Mtpio Y Kwmp: = (P1o+0d10)/ oz C. (A6b)

Las constantes de velocidad Qo1 Y Q10 dependen de la DP de acuerdo con las

siguientes expresiones (Hansen et al., 1981):

Qor = 01’ eXp[FVm/(2RT) ]; quo = g’ exp[-FVm/ (2RT) ], (A7)
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donde qo:° Y qi0° son independientes de V,, y F, R y T ya han sido definidos (Seccion

2.2.1).

Para valores de Vi, = 0y C = 1.4 x 10 mol cm™, y empleando los valores de los

parametros que aparecen en la Tabla I, se obtiene:

Js, = 96.5 pAcm? st Kws: = 7.146 x 107 mol cm™®;

Jp, = 4038 pAcm?st;  Kyp, = 7.146 x 10 mol cm™,

La condicién de balance detallado impone la siguiente restriccion sobre las

constantes de velocidad:

K2 = Po1 Guo° / (P10 Gos°), (A8)

donde K es la constante de equilibrio (disociacion) de la reaccion Sy<>P».

Los valores obtenidos para los parametros cinéticos Js;, Ky si, JP1, Kupr, 352, Ky sz,

Jr,, Kup, €mpleando las correspondientes constantes cinéticas mostradas en la Tabla I, se

encuentran dentro de los rangos numéricos usuales para las EE (Gradmann et al., 1982;

Slayman y Sanders, 1984).
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APENDICE Il

Solucion estacionaria para Vi,

Los cambios en las variables del sistema de Ecs. ( 1 ) ocurren a escalas muy
diferentes en funcién de los parametros (Ac/Vc) y (F/Cy), cuyos valores numéricos son
muy distintos (empleando los valores de la Tabla I, Ac/Vc = 5 x 10° y F/Cpp, = 9.65 x 10%°,

respectivamente). Esto hace que dicho sistema presente un caracter fuertemente “stift”
[denominacion empleada en el &rea del Calculo Numérico de Sistemas de Ecuaciones

(véase por ejemplo, Press et al., 1990)]. Por lo tanto, la estrategia adoptada para el estudio
numérico de la dependencia temporal de Vy, se basd en asumir una solucion estacionaria de

la condicion de electroneutralidad, condicién satisfecha constantemente a lo largo de
cualquier transitorio experimentado por el sistema. Para las Ecs. ( 1 ), la condicién de
electroneutralidad esta dada por:

J1+Jg-Jc+JA:O. (1b)

A partir de esta condicion, se puede obtener la siguiente expresion para Vp

(Hernandez et al., 1989):

Vi = (RT/E)IN[(k+2)/ (p+o)], (A9)

donde las funciones k =k (Vm), A=A (Vin), 0t =1 (Vim) Y © = o (V) estan dadas por:
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K = (PcCi + PaA:) &m

L = (Nt /Z1) Ko l10° S1 Cj + (M1 / Z2) Po1 Gao° Sz Ci

u = (PcCe + PaAA)) em

® = (N1/Z1) Kiolo1°P1 Ce + (M1 / Z2) p1odos” P2 Ce,

con g definido por las Ecs. ( 3 ), y con Ny, My, X1, X, y las constantes de velocidad

definidos en el Apéndice I.

Es importante sefialar que la Ec. ( A9 ) es una ecuacién trascendente en Vp,, ya que

K, A, 1, Y o son funciones de V. Por lo tanto, sus raices solo pueden ser obtenidas

mediante el empleo de procedimientos numéricos. Resulta interesante notar ademas, que en
ausencia de transporte electrogénico (por ejemplo, Nt = Mt = 0), la Ec. ( A9 ) se convierte
en la ecuacion explicita para el potencial de difusion de Goldman-Hodgkin-Katz (Goldman,

1943; Hodgkin y Katz, 1949):

(Vm)eoldman = (RT/F)In(x/p). (A10)

Para los estudios realizados aqui, Vy, fue obtenido a partir de la Ec. ( A9 ) por medio

de un proceso de iteracion del tipo (Vim)n+1 = fvm ( Ci, Ai, Sz, P2, U ), (Hernandez et al.,

1989), el cual condujo a soluciones convergentes para todas las simulaciones.
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Como resultado de haber adoptado la solucion estacionaria para Vp, el sistema

de Ecs. (1) se reduce a:

dCi/dt dAi/dt:(Ac/VC)(-Jl-J2+Jc)

dSz/dt = (Ac/Vc) (-J2-¢) = -dP, /dt (All1)

Vin(t) = Vi {J1+0-Jdc+Ja = 0}

En consecuencia las tres variables dindmicas consideradas en el modelo resultan ser

Vm, Ciy Sz (ver también texto principal).
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APENDICE Il

Determinacion de los valores de estado estacionario

En estado estacionario, el sistema de Ecs. ( 1a ) debe cumplir:

dCi/dt = dA;/dt = dS,/dt = -dP,/dt = 0 y dVpy,/dt = O,
0 (A12)

-Jl-J2+JC =Ja = -Jz-(l) = J1+J2-Jc+JA = 0.

A partir de estas condiciones, los valores de estado estacionario de las variables

pueden ser expresados por el siguiente sistema de ecuaciones:

Ci { (PC €m Ce + (D) / [ Pc + (NT / 21) k01 |1oo S]_ + (MT / 22) Po1 qloo Sz] } exp (U) =

fCi (Ch All SZI P21 u)

Ai = Acexp (-u) = (Aieq = Tai (Ci, Aj, Sz, P2, u)

Sz = [ (MT / 22) P10 quo P2 Ce exp (U / 2) - (I)] / [ (MT / 22) Po1 qloo Ci exp (-U / 2) ] =
= st (Ci, Ai, Sz, Pz, U) (A13)

Pz = [ (MT / 22) Po1 qloo 52 Ci exp (-U / 2) + d)] / [ (MT / 22) P10 quo Ce exp (U / 2) ] =
= fPZ (CI’ A|1 821 PZ; u)
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Vim = RT/F)In[(xk+A)/ (u+®)] = fum (Ci, Aj, Sz, P2, U),

con k, A, u, y o definidos en el Apéndice Il; u 'y &, definidos por las Ecs. ( 3 ), y con Nr,
M+, 21, 2, ¥ las constantes de velocidad definidos en el Apéndice 1. La ultima ecuacion

(para V) es de hecho la Ec. (A9).

Las Ecs. ( A13) son trascendentes, por lo tanto sus raices solo pueden ser obtenidas
mediante el empleo de métodos numéricos. En forma similar al procedimiento descrito en

el Apéndice II, las raices del sistema de ecuaciones ( A13 ) se obtuvieron por medio de un
procedimiento de iteracion del tipo (y )n+1 = fy (Ci, Aj, S, P2, u)n (Y = Ci, Aj, Sz, Po,

V), el cual condujo a soluciones convergentes para todas las simulaciones realizadas.
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APENDICE IV

Diferencias en las modificacionesen Sy y en ¢

La diferencia de criterios adoptada para los cambios en S; y en ¢, se debe
fundamentalmente a que S; representa un tipo de molécula que forma parte integral de una
secuencia de reacciones que se lleva a cabo a nivel celular (en el caso de una mitocondria,
el par [S1/P1] representaria al par [[NADH+H")/NAD"], por lo tanto cualquier modificacion
en su concentracion estara estrechamente vinculada a modificaciones en las
concentraciones de otras especies moleculares; en otras palabras, los cambios en S; no se
verificaran en forma instantanea. Teniendo en cuenta esto, y asumiendo ademas la situacion

mas elemental a los efectos de simplificar los estudios, a partir de la reaccidn genérica:

se obtiene el siguiente modelo dinamico:

dS1/dt = ki (N) - ks (S1), (AL4)

donde N podria representar la concentracion intracelular de nutrientes, mientras que ki y kz
las respectivas constantes de velocidad de cada etapa. La solucién de la ecuacion
diferencial ( A14 ) resulta ser la Ec. (5), con S; () = (S1)ss = k1(N) / ky; siendo (S1)ss el

valor de S; correspondiente a la situacion de estado estacionario (dS; /dt = 0).
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A su vez, el metabolito energético S, representa una clase de molécula que resulta
ser imprescindible, en su funcion de transportador primario de energia quimica, para el
desarrollo de diversas reacciones y procesos vinculados al mantenimiento del estado
estacionario celular (si se tratara de una mitocondria, S, representaria al ATP). En
consecuencia, y a los efectos de evaluar la incidencia de subitas e importantes
modificaciones, a nivel celular, en los requerimientos metabdlicos de S, (representados por

¢), se ha asumido que las posibles variaciones en la concentracion de este metabolito se

traduzcan a través de cambios instantaneos en su velocidad maxima de consumo ¢max.
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APENDICE V

Consideraciones termodinamicas

En sistemas que se hallan a presion y temperatura constantes los cambios
espontaneos, es decir aquellos que no se deben a la accion de fuerzas externas, solo ocurren
a partir de estados de alta energia libre, llegandose al equilibrio termodinamico cuando se
iguala la energia libre de todos los componentes del sistema. Es asi que las sustancias
disueltas en compartimientos separados por una membrana permeable tienden a pasar
espontaneamente a través de la membrana desde el compartimiento donde su energia libre
es mayor. EI movimiento cesa cuando la energia libre de la sustancia en ambos
compartimientos se iguala, alcanzando asi el equilibrio termodindmico. La expresion
matematica que permite calcular la energia libre de sustancias disueltas en medios cuyo
potencial eléctrico es distinto de cero es la del potencial electroguimico (Nicholls y
Ferguson, 1992). En sistemas bioldgicos, donde la temperatura y la presion suelen ser
constantes, las variables que afectan el potencial electroquimico de un soluto son su
concentracion y el potencial eléctrico de la disolucion. Para este trabajo, asumimos que el

potencial electroquimico se expresa en forma ideal:

= Hot nc +zkY,
u = po+ RTINC + zF¥Y (Al15)

donde o es el potencial electroquimico estandar, C estrictamente representaria a la
concentracion molal de soluto (aproximadamente asimilable a la concentracion molar del

mismo), ¥ es el potencial eléctrico de la disolucion, R es la constante universal de los
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gases, T es la temperatura absoluta, z es el numero de cargas por ion (el signo de z
dependera del signo de las cargas) y F es la constante de Faraday. El término (RT InC)
mide el cambio de energia libre cuando se producen modificaciones en la concentracién de
soluto, mientras que el término (zFY) mide los cambios de energia libre debidos a

variaciones en el potencial eléctrico del sistema.

En términos generales, la variacién neta de energia libre ocasionada por el
transporte de un mol del ion C debido a la existencia de una diferencia de potencial
eléctrico de valor AY (AY = ¥’ - ¥”’), desde una concentracion [C]’ a otra [C]”’ viene

dada por la ecuacion electroquimica:

e - Her = Ape = RTIn[C]” - RT In[C]”” + zF¥’ - ZFP”
0 (A16)

Ape = RT In([C]’/ [C]”’) + ZFAY.

Por lo tanto, los cambios de energia libre en los componentes eléctrico y de
concentracion, cuando el sistema experimenta variaciones que lo conducen desde un estado

inicial a un estado final, estaran dados por:

Agelec = F [ (AY)final - (A¥)inicial 1.
(Al17)
Agcone = RT { In( [C]/ [C]”)finar - In([CT"/ [C]”inicial }-
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A su vez, los procesos de acoplamiento energético que tienen lugar en las
membranas de diversos organelos y microorganismos pueden ser interpretados en términos
de la teoria quimiosmatica propuesta por Mitchell (Mitchell, 1961). Segun esta teoria, los
sistemas macromoleculares responsables de estos procesos pueden considerarse
constituidos por dos grupos de proteinas. Uno es el denominado “ATP sintetasa”, que
cataliza la sintesis de ATP a partir de ADP y de fosfato inorganico, acoplada
energéticamente al transporte de H* (o de Na') a favor de gradiente. El otro grupo de
proteinas es el responsable de la generacién del gradiente electroquimico de protones (o de
iones sodio). Para ello, emplea fuentes energéticas caracteristicas de cada organismo. En
otras palabras, la teoria quimiosmotica establece que el funcionamiento de estos dos grupos
proteicos se encuentra acoplado por medio de la existencia de un “intermediario
energético”, es decir, el gradiente electroquimico de protones (o de iones sodio) que se crea

a través de las membranas transductoras de energia.

La expresibn matematica que permite cuantificar la magnitud del gradiente
electroquimico de un ion es la de la diferencia de potencial electroquimico [Ec. ( A16)]. La
diferencia de potencial electroquimico resulta ser el indicador més directo y cuantitativo del
estado de “energizacion” de los sistemas transductores de energia existentes en las
membranas bioldgicas. La magnitud de la diferencia de potencial electroquimico, es decir
la magnitud de la energia almacenada bajo la forma del intermediario energético, dependera
a su vez de la magnitud del componente eléctrico y del componente de concentracion,

respectivamente.
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APENDICE VI

Procesos de “slippage”

Los procesos de “slippage” podrian ser incorporados al modelo mediante la
extension del diagrama cinético basico de dos estados conformacionales (Figs. All y Al2,

Apendice 1), a uno de cuatro estados como el que se presenta en la Fig. AVIL.

Fig. AVIL1. Diagrama cinético correspondiente a la enzima “E”.

En este diagrama existen tres ciclos que se pueden representar esquematicamente de

la manera siguiente (Fig. AVI2):

AN

NS

Fig. AVI2. Ciclos correspondientes al diagrama de la Fig. AVI1.
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El ciclo “c” operaria espontaneamente en la direccidon positiva (contraria a la de las
agujas del reloj), transportando al cation C, en contra de su gradiente electroquimico, hacia
el medio exterior, a expensas de la energia obtenida de S;. Los ciclos “a” y “b” representan
ciclos futiles; como el potencial electroquimico del cation es mayor en el medio exterior, el
ciclo “a” operaria espontaneamente en direccion negativa (a favor de las agujas del reloj)
moviendo a C desde el exterior hacia el interior, mientras que el ciclo “b” lo haria en

direccidn positiva, promoviendo la degradacion del nutriente S; desacoplada del transporte

de C hacia el medio exterior.

Por otro lado, resulta interesante sefialar que la suma de los diagramas direccionales
(%) de todos los estados del modelo cinético representado en la Fig. AVI1 (Hill, 1977), que
a su vez constituye el denominador de la ecuacion que describe el flujo de C mediado por la
enzima “E”, consta de 32 términos (a diferencia de los 4 términos para el caso de los
diagramas de dos estados de las Figs. All y Al2, Apéndice 1), siendo cada uno de ellos el
producto de tres constantes de velocidad. En otras palabras, la consideracion de modelos
cinéticos con un mayor nimero de estados conformacionales permite incorporar otras
propiedades inherentes a los procesos de acoplamiento energético en membranas, pero

como consecuencia el analisis de estos modelos se vuelve cada vez mas complejo.
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Tabla |

Valores numéricos de los pardmetros

Ac:2x10%cm? Ve:1x 10 em?®
Pc:2x10%cms? Pa:1x107cms?
Ce:1.4x10* mol cm™ Ae:1.4x 10" mol cm™
Nt : 5 x 10 mol cm™ Mr: 1 x 10™ mol cm™
S1:5x10° mol cm™ P;:2x 107 mol cm™
Koy : 1 x 10° mol cm™ Kig:1s*

lor° : 1 x 10* mol™ It? s lo°:1x10%s™

Por : 1 x 10" mol? It* s p1o:0.418s™

go:°: 1 x 10° mol? It? s O1e°: 1x10° s
Ki:1x10* Kz :2.4x10°

Omax : 2 X 102 mol cm? s Ks, : 5x 10® mol cm™
T, :2.24 x 10° mol cm™ q:8.87 x 10°® mol cm™
R :8.3144 JK™* mol* F : 96500 C mol™*
T:310K Cm: 1 pF cm?
0:20s
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