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BIOENERGÉTICA

Tema 2. Concepto ácido base.
1. Indicar cómo se procede para preparar un litro de una solución de ácido clorhídrico 1 N a partir de un producto comercial que tiene una riqueza del 37 % y una densidad de 1,19 g/ml. 

2. Indicar cómo se prepara un litro de hidróxido sódico 1 N y cómo se valora para comprobar su concentración. 

3. Para valorar una mezcla de carbonato y bicarbonato se pipetean en un erlenmeyer 20 ml de la solución problema, se diluye con agua y se valora en presencia de fenolftaleína (pKa fenolftaleína = 8,9)  gastándose 11,2 ml de clorhídrico 0,1 N. A continuación se añaden al mismo erlenmeyer dos gotas de naranja de metilo (pKa = 3,7) y se procede a la valoración de nuevo con HCl 0,1 N gastándose 29,2 ml. Calcular la concentración, expresada en mg/100 ml, y en molaridad, del carbonato y bicarbonato sódicos de la solución.

4. Se parte de 1 litro de agua destilada que se supone está a pH 7. Calcular la cantidad de HCl 1 mM que habría que añadirle para que el pH pase a 6, a continuación para que pase a pH 5 y así sucesivamente hasta pH 1. Si parece necesario, se puede usar HCl de otras concentraciones. Hacer una tabla con los volúmenes de HCl que se necesitan, su concentración, la cantidad de protones en el agua, la concentración de protones del agua y el pH. Deducir, a partir de los datos, la característica mas llamativa del pH.

5. En un erlenmeyer (1) se ponen 20 ml de agua, lo mismo en otro que se denomina (3). En otro erlenmeyer (2) se mezclan 10 ml de K2HPO4 0,2 M con 10 ml de KH2PO4. Se hace lo mismo en otro erlenmeyer que se denomina (4). A los erlenmeyer (1) y (2) se les añade naranja de metilo. A los (3) y (4) fenolftaleína. A los (1) y (2) se les añaden 2 ml de HCl 0,2 N. A los (2) y (4) se les añaden 2 ml de OHNa 0,2 N. Indicar lo que ocurre y explicarlo de acuerdo a la teoría ácido-base. 

6. Se mezclan en 7 erlenmeyers las siguientes soluciones de fosfato mono y dibásicos. Se mide el pH de cada solución dando los valores siguientes:

Vaso


H2KPO4 0,2 M

HK2PO4 0,2 M
pH





ml



ml

____________________________________________________________________________

1



19,8



0,2

4,85


2



18



1,8

5,75

3



15



5,0

6,30

4



10,0



10,0

6,80

5



5,0



15,0

7,25

6



1,8



18,0

7,80

7



0,2



19,8

8,65

___________________________________________________________________________

Calcular el pKa del tampón usando una representación gráfica.

7. Se parte de 50 ml de una solución de ácido acético 0,05 M a la que se le añade gradualmente y con una pipeta alícuotas de HONa 0,2 N de los siguientes volúmenes (en ml): 1, 1, 1, 2, 2, 2, 1, 1, 1 y 0,5. Después de cada adición se agita bien y se determina el pH. Nosotros no los conocemos, pero tomando como valor del pKa del acético 5, determinar la forma que tendría la curva de valoración tanto en la representación lineal como  en la logarítmica. 

8. Se hace lo mismo para valorar una solución de amoniaco 0,05 M con HCl 0,2 N. Tomar como valor para el pKa del amoniaco 9.

9. Se parte de una solución del clorhidrato de alanina (la forma protonada del aminoácido) cuyos pKa son 2 y 10. Construir la curva de valoración del aminoácido e indicar en cada punto la forma iónica presente. En presencia de formaldehido el pKa del grupo -NH2 de los aminoácidos disminuye 3 unidades debido a que se forma el correspondiente derivado hidroximetilado. Construir ahora su curva de valoración 

10. ¿Cuál es la proporción entre base y ácido a pH 4, 5, 6, 7 y 8 para un ácido cuyo pKa sea 6?.

11. ¿Qué cantidad de HCl  0,1 N se debe añadir a 20 ml de fosfato 40 mM pH 6.5 para que el pH baje hasta 5? Hacer el mismo cálculo para el mismo volumen de agua. ¿Cuál es la concentración de protones en ambos casos?

12. Hacer los mismos cálculos del problema anterior para subir el pH hasta 8 utilizando NaOH 0,1 N. 

13. Una muestra de 3 g de ácido ascórbico (vitamina C) se disuelve en 200 ml de agua y se valora con NaOH  0.5 M, de forma que se requieren 34.1 ml de esta última para alcanzar el punto final. Sabiendo que el ácido ascórbico tiene un solo grupo titulable, calcular el peso molecular de dicho ácido.

14. Escribir la estructura iónica predominante de cada uno de los siguientes aminoácidos a pH 3.0, 7.0 y 13.0; (a) glicocola, (b) glutamato, (c) histidina, (d) asparagina, (e) serina y (f) prolina.

15. Se tienen 400 ml de una solución 0,1 M de glicina a su punto isoeléctrico y se le añaden 100 ml de ácido acético 0,5 M. Calcular el pH de la mezcla y la concentración aproximada de la forma isoeléctrica de la glicina en la mezcla. 

16. Calcular para los siguientes aminoácidos a pH 7.0 la proporción entre las formas desprotonada y protonada de cada grupo ionizable e identificar las especies predominantes: (a) treonina, (b) triptófano, (c) lisina y (d) aspartato.

17. (a) El valor del pKa del grupo sulfhidrilo de la cisteina es 8.33. Calcular la relación entre el anión sulfuro y el grupo sulfhidrilo libre a pH 7.0. (b) Repetir el análisis anterior para el grupo hidroxilo de una cadena lateral de tirosina, cuyo pKa es 10.11.

18. Predecir la dirección de la emigración [es decir, estacionario (0), hacia el cátodo (C) o hacia el ánodo(A)] de los siguientes péptidos, durante la electroforesis sobre papel a pH 1,9;  3,0;  6,5 y 10,0:

a) Lys-Gly-Ala-Gly; b) Lys-Gly-Ala-Glu; c) His-Gly-Ala-Glu; d) Glu-Gly-Ala-Glu; e) Gln-Gly-Ala-Lys,

19. 1,2 mg de un péptido de composición: Ile-Pro-Lys-Tyr-His-Phe-Asp-Asp-Thr-Glu-Met-Lys-Cys-Arg (tomar 100 g/mol de Aa) se disuelven en 70 ml de tampón fosfato 25 mM, pH 7. Se quiere ajustar la solución a pH 8,5. Para ello se dispone de HCl y NaOH ambos 0,1 M. Indicar cuál de ellos hay que usar y qué volumen se necesitaría. 

Tema 3.  Principios de Termodinámica.  

1. Calcular la entalpía de formación del agua a partir de la entalpía de combustión del hidrógeno (Ho = - 62,5 kcal/mol) y de la de condensación del agua gaseosa (Ho = - 11.75 kcal/mol). 

2. Calcular la entalpía de formación del metano a partir de las entalpías de combustión del carbono (Ho = - 102,5 kcal/mol) y del hidrógeno (Ho = -75 kcal/mol) así como del propio metano (Ho = - 230 kcal/mol).

3.  Calcular la entalpía de formación del etanol a partir de las entalpías de combustión de dicho compuesto así como de sus elementos a 25 ºC. Para el C y el H se aplica el valor dado en el problema anterior. Para el etanol Ho = - 355 kcal/mol.

SolHo = - 75 kcal/mol

4. La evaporación del agua es un proceso endotérmico, pero donde aumenta la entropía (Ho = + 11,25 kcal/mol; So = + 0,03 kcal/Kmol). Por otra parte, la condensación es exotérmica, pero transcurre con disminución de la entropía. Calcular la espontaneidad de cada uno de los procesos en función de su cambio de energía libre a 25 y 100 ºC. 

5. La combustión de hidrógeno con oxígeno para dar agua es un proceso fuertemente exotérmico (Ho = - 75 kcal/mol) que transcurre con disminución de entropía ya que tres moléculas de gases se convierten en dos de agua gaseosa (So = - 0,025 kcal/K mol). Posteriormente el agua se condensa en un proceso exotérmico (Ho = - 2 kcal/mol) y disminución de entropía (So = - 0,06 kcal/Kmol). Calcular los valores de entalpía y energía libre del proceso de formación de agua por combustión de hidrógeno a 25 ºC. 

SolGo = -100,5 kcal/mol

6. La neutralización de los iones H3O+ y OH- en solución acuosa a 25 ºC es una reacción que transcurre con aumento de energía libre 32 kcal/ml siendo, además exotérmica Ho = - 1,5 kcal/ml. Calcular cuál es el valor y el sentido de la contribución de la entropía a este proceso.

7. Hacer lo mismo respecto de la reacción de combustión del alcohol, que es un proceso exergónico, donde el cambio de energía libre tiene un valor de -342,5 kcal/mol, y exotérmico con una disminución de entalpía de 352,5 kcal/mol. 

SolSo = - 0,033 kcal/mol

8.- Una célula esférica de 10 µ de radio, contiene ATP a una concentración 6 mM. Si se hidroliza todo el ATP a ADP y Pi y la energía liberada se emplea para calentar el agua de la célula (suponiendo que es 100% agua), ¿qué incremento de temperatura tendría lugar?. (∆G'o = -8 kcal/mol).

9.- La Glucosa-6-fosfato se hidrolizó enzimáticamente a pH 7 y 25ºC hasta glucosa y fosfato inorgánico. La concentración inicial de Glucosa-6-fosfato fue 0,1 M. Una vez alcanzado el equilibrio solo 0,05 % de la Glu-6-P original permanecía como tal. Calcular: a) K'eq y ∆G'o para la hidrólisis de la Glu-6-P; b) K'eq y ∆G'o para la reacción de síntesis de Glu-6-P a partir de glucosa y fosfato.

10.- La conversión de glucosa en ácido láctico lleva consigo la liberación de 52 kcal/mol de glucosa. En una célula anaeróbica esta conversión va acompañada de la síntesis de dos moles de ATP por cada mol de glucosa. Calcular: a) ∆G'o de la reacción acoplada total; b) La eficacia de la conservación de la energía en una célula anaeróbica; c) Con la misma eficacia ¿cuántos moles de ATP puede obtener un organismo aerobio de la oxidación de un mol de glucosa (glucosa + 602 ===> 6CO2 + 6H2O; ∆G'o = -686 Kcal/mol)?; d) Calcular ∆G'o para esta oxidación acoplada a la síntesis de ATP.

∆G'o síntesis ATP = 8 Kcal/mol.

11.- La siguiente reacción:



fosfoenolpiruvato + ADP ========>  piruvato + ATP

posee un ∆G'o = -7,5 Kcal/mol. a) Si el fosfoenolpiruvato y el ADP están presentes inicialmente a concentración 10 mM, pero no hay piruvato ni ATP ¿cuales serían en el equilibrio las concentraciones de sustratos y productos?; b) ¿qué valor tendría ∆G si las concentraciones de sustratos y productos fueran [ADP]/[ATP] = 4, [piruvato] = 3 x 10-2 y [fosfoenolpiruvato] = 1 x 10-5 M?. 

12.- El primer paso de la glucolisis en el que las células obtienen energía en forma de ATP es el de la oxidación del 3-fostogliceraldehido hasta ácido 1,3-difosfoglicérico, una molécula altamente energética (∆G'o de su hidrólisis = -12 Kcal/mol). Sabiendo que ∆G'o para la hidrólisis del ATP es de -7,7 Kcal/mol, calcular ∆G'o para la síntesis del 1,3-difosfoglicérico a partir de 3-fostoglicerato y ATP. 

Sol. G'o = + 4,3 kcal/mol

13.- ∆G'o para la hidrólisis del ATP a pH 7 y 25ºC es de -7,7 Kcal/mol. Como se muestra en el problema nº 2, ∆G'o para la hidrólisis de la glucosa-6-fosfato a pH 7 y 25ºC es de -3,138 kcal/mol. A partir de estos datos calcular ∆G'o y K'eq para la reacción que tiene lugar entre la glucosa y el ATP catalizada por la enzima hexokinasa.

Sol. G'o = - 4,562 kcal/mol; keq= 2,21 x 103
14. Supongamos que en un polímero biológico está teniendo lugar el cambio siguiente:

    Estado Nativo <=========> Estado desnaturalizado

y que el equilibrio se desplaza hacia la derecha a medida que elevamos la temperatura de la reacción

a)  ¿Qué puede concluirse acerca del signo ∆Ho?

b) Si a 60º C, ∆Go es negativo y ∆Ho es positivo, ¿qué podemos decir acerca del signo y magnitud de ∆So? ¿Qué significa esto en cuanto a la estructura del polímero?

15. El disacárido maltosa puede hidrolizarse para rendir dos moléculas del monosacárido glucosa, de acuerdo con la ecuación : 


C12 H22 O11 + H2O _______> 2 C6 H12 06

A partir del calor standard de combustión de cada uno de los azúcares implicados

(1)  C6 H12 O6 + 6 O2 ________>     6 CO2 + 6 H2O        ∆Ho = -673,0 kcal/mol glucosa

(2) C12 H22 O11 + 12 O2 _______>     12 CO2 +11H20       ∆Ho = + -1350, 2 kcal /mol maltosa

a) calcular el calor de la reacción de hidrólisis cuando se realiza a presión constante

b) si la hidrólisis se lleva a cabo a volumen constante ¿el calor implicado sería mayor, menor o aproximadamente igual que en el apartado a?

16. A qué concentración mínima debe estar presente el malato para que la reacción catalizada por la fumarasa: malato <------> fumarato + H2O (∆G'o = + 0,75 kcal/mol) vaya hacia la derecha si el fumarato está presente a una concentración 10-3 M (considerar 37ºC)

Sol. 3,3 x 10-3 M

17. A partir de uno de los problemas anteriores calcular ∆G'o para la oxidación completa del ácido láctico a CO2 y H2O; b) los moles de ATP que pueden sintetizarse en el proceso, suponiendo un 40 % de eficacia en la conservación de la energía.

18. La K'eq para la reacción de la fructosa-1-6-difisfato aldolasa (en la dirección de formación de triosa fosfato) es de aproximadamente 10-4 M a 25ºC y pH 7, ∆G'o = 5,456 kcal/mol. A partir de estos valores calcular las concentraciones de fructosa-1-6-difosfato (FDP), dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y gliceraldehido-3-fosfato(GAP) una vez alcanzado el equilibrio, cuando la concentración inicial de FDP sea a) 1 M; b) 10-2 M; c) 2 x 10-4 M; d) 10-5 M; e) inicialmente la FDP y el GAP se encuentran a concentración 1 mM cada uno de ellos.

19. La ruptura del citrato hasta acetato y oxalato tiene ∆G'o = - 680 cal/mol. La reacción de formación de citrato a partir de oxalacetato y acetil-CoA posee en las mismas condiciones de pH y temperatura una K'eq = 3,2 x 105. A partir de estos valores calcular la energía libre standard aparente y la K'eq para la hidrólisis del acetil-CoA.

Sol. G'o = - 8,2 kcal/mol; keq= 106 M

20. Calcular el calor standard de formación del ácido acético a 25ºC:


2C  +  2H2O   +  O2  ----->    CH3-COOH

a partir de los valores siguientes : 

1) CH3. COOH + 2 O2 _________> 2C02 + 2H2O, ∆Ho = - 208,340 cal/mol CH4.COOH

2)         C + O2   _________> CO2, ∆Ho = - 94,050 cal/mol C

3)     H2 + 1/2 O2  _________> H2O , ∆Ho = - 68,320 cal/mol H2

Sol.  116,4 kcal/mol acético
21. Medidas recientes de ∆Ho y ∆Go para la hidrólisis del ATP a 36ºC y pH fisiológico, han proporcionado valores de -4800 y -7000 calorias/mol respectivamente. Calcular ∆So en las mismas condiciones. ¿Qué significado tiene el signo positivo de ∆So?.

22. Calcular ∆G para la hidrólisis del ATP a ADP y Pi en las condiciones que existen en una célula muscular en reposo: (ATP) = 5,0 mM {ADP} = 0,5 mM, {Pi} = 5,0 mM. (considerar 37ºC)  ∆G'o (pH 7,0) = -7,7 Kcal/mol.

Sol. G'o = - 12,3 kcal/mol
23. La piruvato carboxilasa, enzima dependiente de biotina, cataliza la transformación de piruvato en oxalacetato. Las variaciones de energía libre de la descarboxilación del oxalacetato y de la carboxibiotina son respectivamente, -6.20 y -4.70 kcal mol-1. Calcular la variación de energía libre y la constante de equilibrio de la reacción de carboxilación del piruvato.

-OOC-CH2-CO-C00- + H20 ====> H3C-CO-COO- + HCO3-

    Oxalacetato


Piruvato

Enzima-biotina-(COO)- + H2O ====> Enzima-biotina + HCO3-
Tema 6. Compuestos redox como fuente de energía biológica
1. Para determinar el potencial normal del indicador ferricianuro/ferrocianuro se preparan soluciones en fosfato 25 mM, pH 7, que contengan las siguientes proporciones de cada uno de los reactivos y se mide el correspondiente potencial redox de cada solución dando los siguientes valores respecto del electrodo de calomelanos (E'o = 245 mV):
% especie red  

100, 
91,
 80, 
75, 
50, 
25, 
29,
 9, 
0

Eobs (mV)

60,
90,
105,
115,
140,
170,
180,
205,
360
Calcular el potencial redox a pH 7 del par ferricanuro/ferrocianuro.
2. Para calcular el potencial redox a pH 7 del indicador DPIP se añaden 5 ml  de la forma oxidada 1 mM a 45 ml de tampón fosfato 50 mM, pH 7. Para generar la especie del DPIP reducida, que no es estable al aire, se añade a la solución de DPIP cantidades diferentes de ascorbato (donador de 2 electrones). Después de cada adición se mide el potencial. Con los datos siguientes calcular el potencial normal y el número de electrones intercambiados por el DPIP. 

Ac ascorb 1 mM  

0, 
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0
3,5
4,5
5,0

E obs en el electrodo de calomelanos (mV)



95
70
60
50
45
40
35
25
10
-5
3. Para determinar el potencial redox del citocromo se preparan soluciones que contengan las siguientes cantidades de 

ferrocianuro 20 mM 
0
5
5
5
5
5
5
5
0

ferricianuro 1 mM
0
0
0,17
0,25
0,50
1,0
2,0
4,0
5,0   


Se completan con tampón hasta los 9 ml. Se toman alícuotas de 0,9 ml y se colocan en tubos de ensayo pequeños a los que se les aplica el vacío y se les hace pasar argón. Finalmente a cada tubo se le inyecta a través del tapón 0,1 ml de una solución 40 µM de citocromo c mediante una microjeringa. En el tubo 1 se habían puesto unos cristalitos de ditionito sódico para que se reduzca el citocromo. Se agitan los tubos y se dejan reposar antes de medir en un espectrofotómetro a 550 nm. Las absorbancias a 550 nm, que es donde la especie reducida del citocromo tiene su máximo de absorbancia son las siguientes:

Abs 550 nm

0,11
0,091
0,070
0,065
0,051
0,042
0,033
0,029
0,024

Construir la curva de valoración y determinar el potencial redox del citocromo a este pH y el número de electrones que intercambia. 
4. Indicar el método a seguir para la determinación del potencial redox de una proteína coloreada cuyo máximo está a 420 nm mediante un indicador redox si no se dispone de potenciómetro. Se parte de una solución 0,1 mM de la proteína oxidada que contiene metil viológeno (E'o = -440 mV)  10 µM que actúa como indicador incoloro en su forma oxidada y que absorbe a 600 nm, pero no a 420 nm, en su forma reducida. Se añaden alícuotas de ditionito a cada una de las soluciones midiéndose las absorbancias a 420 y 600 nm siendo las que se indican:

muestra

1
2
3
4
5
6
7
8

ditionito 5 mM (ml)
1
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0,0


Abs420

0,62
0,58
0,55
0,52
0,47
0,44
0,43
0,42

Abs600

0,32
0,29
0,25
0,21
0,14
0,08
0,03
0,00
5. De un insecto pirenaico se ha aislado un citocromo tipo c, cuyo peso molecular es de 11500. Una muestra de 0,2 mg/ml presenta espectros de absorción de la forma oxidada y reducida cuyos máximos cambios se producen a 550 nm. En el estado oxidado A550 = 0,07 y en el estado reducido A550 = 0,42. Para determinar el potencial redox de dicho citocromo se le añade una cierta cantidad de ascorbato que reduce parcialmente al citocromo, presentando la solución una absorbancia de 0,32. En ese momento se determina el potencial de la solución y resulta ser de 0,248 V. 

Calcular el coeficiente de extinción molar del citocromo oxidado y reducido a 550 nm. Determinar el De del citocromo durante el proceso redox. Determinar cuál sería el potencial normal del citocromo a partir de estas medidas. Indicar qué reacción redox se lleva a cabo.

6. Para determinar el potencial redox de una flavoproteína se añade una cierta cantidad de ditionito a 1 ml de una solución 12 µM de la proteína, lo que hace que la absorbancia a 450 nm pase de 0,145 a 0,067. La solución contiene 0,23 mg de proteína/ml. En la solución hay presente un indicador redox (E'o = -0,35 V) que absorbe en una región diferente de la flavina y que indica que esta reducido al 35 %. Calcular el E'o de la flavina. Calcular el peso molecular de la proteína.

7.Si la concentración intracelular de succinato y fumarato es 10-4 M para cada una de las sustancias, calcúlese el valor mínimo de la relación [FADH2] / [FAD] que se necesita para que la reacción entre estos dos pares redox vaya en el sentido de formación de succinato. 

E'o (succinato/fumarato)  =  +0,03 V;     E'o (FADH2/FAD)  = -0,06 V

8. Una solución que contiene NADH y NAD+ a concentraciones 10 mM y 1 mM respectivamente se mezcla con el mismo volumen de otra que contiene acetaldehido y etanol 0,01 M cada uno. Escribir la reacción que podría producirse espontáneamente y calcular ∆E.

E'o (pH 7)  NADH/NAD+  =  -0,32 V ;  E'o (pH 7) etanol/acetaldehido  =  - 0,20 V

Sol. ∆E =  +0,15 V 

9. Escríbase la reacción espontánea que se produce y calcúlese su ∆G'o, cuando se añade la enzima láctico deshidrogenasa a una solución que contiene piruvato, lactato, NAD+ y NADH en las proporciones siguientes; 

a) [lactato]/[piruvato] = 1, [NAD+]/[NADH] = 1; b) lactato/piruvato = 1000, NAD+/NADH  = 1000; E'o (pH 7) lact/pir = -0,19 V; E'o (pH 7) NADH/NAD+ = -0,32 V.

Sol. NADH reductor, ∆G'o = -5,98 kcal/mol; b) lactato reductor, ∆G'o = -2,3 kcal/mol
10. Calcular el valor de ∆G'o y K'eq a pH 7,0 y 25ºC para la siguiente reacción:

FADH2 + 2 citocromo c (Fe3+) 
=====   FAD+2 citocromo c (Fe2+)+2 H+

Los potenciales normales aparentes de los sistemas de la flavina y del citocromo c son -0,06 V y +0,25 V respectivamente, a la misma temperatura y pH.
11. La triosa fosfato deshidrogenasa cataliza la siguiente reacción:

 3-fosfogliceraldehido + NADP+ + Pi  =====  1,3 difosfoglicerato + NADPH + H+.

a) En qué sentido se desarrollará esta reacción cuando el sistema esté en condiciones standard a pH 7,0 y 30 ºC?. b) A esta misma temperatura y pH ¿en qué sentido se desarrollará espontáneamente la reacción si NAD+/NADH =100, [Pi] = 0,01 M y 3-fosfogliceraldehido/1,3-difosfoglicerato = 200.

Calcular ∆G en uno y otro caso; E'o (3-fosfogliceraldehido-Pi/1,3-difosfoglicarato) = -0,29 V;  E'o (NADPH/NADP+) = -0,32 V.

Sol. a) ∆G'o = +1,38 kcal/mol; b) ∆G'o = -1,84 kcal/mol

12. Conocidos los siguientes potenciales normales a 25° C y pH 7,0: 

E'o (acetaldehido/acetato) = -0,6 V

E'o (malato oxalacetato) = -0,17 V.

Si se prepara un litro de disolución conteniendo un mol de oxalacetato, uno de malato, uno de acetaldehido y uno de acetato a) qué compuesto se oxidaría? ¿cuál se reduciría? c) Calcular ∆G0'y  Keq' 


Sol. a) el acetaldehido; b) el OAA; c) ∆G'o = -19,8 kcal/mol; Keq'= 104
13. Calcular ∆G0' para la reducción del nitrato por el NADH. Al pH de la reacción E0' (NADH/NAD+) = - 0,32 V Y E'o (N03-/NO2-) = + 0,42 V.

Sol. - 34 kcal/mol

14. La glutámico deshidrogenasa cataliza la siguiente reacción: 

-cetoglutarato + NADPH = NH4+  ----> glutamato + NADP+ +H20

Si intracelularmente los valores de las relaciones entre las concentraciones de las formas reducidas y oxidadas de cada uno de los pares redox que intervienen son, en ambos casos 10/1, calcular la concentración mínima de NH4+ necesaria para dirigir la reacción en el sentido de la síntesis de glutamato.

A pH 7,0 y 30°C : E'o=(NADPH/NADP+) = - 0,32 V, E'o (glutamato /-cetoglutarato, NH3) = -0,14 V.

Sol. [NH4+] = 10-6

15. La Keq' a pH 7 de la reacción:

           etanol + NAD+ ¨----> acetaldehido + NADH + H+
tiene un valor de 1,15 x 10-4. Sabiendo que E'o (pH 7) del par etanol/ acetaldehido es -0,20 V, calcular E'o (pH 7) del par NADH/NAD+ 

Sol. - 0,318 V.

16. La oxidación del FADH2 de la succínico deshidrogenasa por la cadena transportadora de electrones, produce la suficiente energía para sintetizar dos moles de ATP  por mol de FAD. Calcular el potencial normal del sistema. Enzima-FADH2/Enzima-FAD, suponiendo que el rendimiento de las reacciones de la cadena transportadora de electrones es de un 40%.

E0' (H20/1/2 02) = + 0,816 V. ∆G0' para la síntesis del ATP = 8 Kcal/mol.

Sol. - 0,054 V.

17. A pH 0, el potencial normal aparente de los sistemas H2/2H+ y H20/1/202 es de 0 y 1,2 voltios respectivamente. Calcular a pH 7 el cambio de energía libre en condiciones standard y la constante de equilibrio aparente de la reacción:

H2 +  1/2 02  ----> H20.

¿Cuántas moléculas de ATP puede sintetizar un organismo a expensas de la energía liberada? Se admite una eficacia en la conservación de la energía del 44%.

∆G0' para la hidrólisis del ATP = - 8 Kcal/mol.

18. E'o (citocromo b reducido/citocromo b oxidado) = 0.00 V.

    E'o (FMNH2/FMN) = -0,12 V

Escribir la reacción que tendría lugar espontáneamente. ¿Qué par actuaría como oxidante? ¿Y cómo reductor? Calcular ∆G0' y Keq'.

19. A 25° C y pH 7, E'o del par NADH/NAD+ es - 0,32 V y el del par malato/oxalacetato - 0,17 V. En contra de lo predecible, en el organismo vivo el NAD+ es reducido por el malato que pasa a oxalacetato. Calcular el ∆G0' que lleva asociado esta reacción y explicar porqué a pesar de ser endergónica se produce normalmente en los organismos vivos.

Sol. ∆G0' = + 7 kcal/mol

20.Una solución conteniendo 0,1 mol de succinato, fumarato, riboflavina y riboflavina-H2 se preparó a 30° C y pH 7. Escribir la reacción termodinámicamente favorable y calcular ∆E'o así como ∆G0'. A pH 7, E'o (riboflavina-H2/riboflavina) = -0,2 y E'o (succinato/fumarato) = + 0,03 V.

21.Calcular el valor de ∆G0', a 30° y pH 7, para la oxidación del agente reductor AH2 por el agente oxidante B. En esas condiciones: E'o(AH2/A) = - 0,45 V, E'o (BH2/B) = + 0,25 V.

Sol. ∆G0' = - 32,2 kcal/mol; Keq'= 1023
Tema 8.- La diferencia de concentración de iones como forma de energía.

1.- La siguiente tabla muestra la concentración típica de iones dentro de una célula y en la sangre de un mamífero.  T, 37 C.


Concentración (mM)

Ion
Citosol
Medio

K+
139
4

Na+
12
145

Ca2+
0.0002
1.8

Cl-
4
116

(a) Calcula la energía libre para el movimiento de un ion Na+ desde el exterior al interior celular asumiendo que el potencial de membrana es de -70 mV.

(b) Calcula la energía libre para el movimiento de un ion Ca2+ del interior al exterior celular.

(c) ¿Hay suficiente energía almacenada en el gradiente de sodio de tal forma que la energía asociada con el movimiento de un Na+ entrando en la célula pudiera ser utilizado para transportar un ion Ca2+ al exterior celular?  Si no es así, ¿cuál es el número mínimo de iones Na+ que se necesitaría para proporcionar la energía suficiente al proceso?

2.-En las situaciones descritas más adelante, ¿cuál es el cambio de energía libre si 1 mol de Na+ se transporta a través de una membrana desde una región en la que la concentración en 1 µM hasta otra en la que es 100 mM?  Supón una temperatura de 37 C.


(a) En ausencia de un potencial de membrana.


(b) Cuando al transporte se opone un potencial de membrana de 70 mV.

En ambos casos, ¿será suficiente la hidrólisis de 1 mol de ATP para impulsar el transporte de 1 mol del ion?  (Supón que ∆G para la hidrólisis del ATP es 11.96 Kcal/mol en estas condiciones).

3-Calcular el cambio de energía libre que se producirá si un mol de Na+ se transporta desde el exterior de una vesícula donde su concentración es 50 mM al interior donde dicha concentración es 500 mM

(a) en ausencia de un potencial de membrana

(b) cuando a dicho transporte se opone un potencial de membrana de 40 mV

Si en (a), (b), (o ambos casos), dicho transporte no es energéticamente favorable ¿se liberaría suficiente energía al reducir citocromo b (intercambiador de un electrón) por FMNH2 (intercambiador de dos electrones) para efectuar dicho transporte del ion Na+?  Considera los dos siguientes casos

(1) tanto FMNH2 como citocromo se encuentran en la cara exterior de la membrana

(2) FMNH2 se encuentra en el exterior de la vesícula y citocromo b en el interior.

E'o (citocromo b reducido/citocromo b oxidado) = 0.00 V.

E'o (FMNH2/FMN) = -0,12 V

Temperatura 25C, mismo pH a ambos lados de la membrana.

Temas 9-11. Transporte a través de membranas
1. Un reactivo marcado (PM 678) nos ha llegado en forma 5 mg de un polvo de 3.4 mCi. Queremos preparar muestras 0,01 M. ¿Qué tendremos que hacer? ¿Qué radiactividad (dpm y de cpm) tendrán 10 µl de esa solución si la eficiencia del contador es del 35 %? 1 Ci = 2,22 x 1012 dpm.

2. De acuerdo con el resultado anterior indicar ¿cómo podremos hacer para que al añadir 10 µl de la solución radiactiva 0,01 M tengamos aproximadamente 50.000 cpm?. 

3. Una muestra de 1,5 g de acetato sódico marcada con tritio de 2,3 µCi. ¿Cómo prepararemos soluciones 20 mM que den una radiactividad de 150.000 dpm en 20 µl? 

4. Para medir transporte a través de membrana se utiliza una glucosa marcada con 14C en el C-1. La radiactividad de la muestra se ha determinado preparando una solución 25 mM de la que se han colocado 100 µl en un vial de un contador de centelleo dando 650.000 cpm. A 200 ml de un cultivo de bacterias que contienen 50 mg/100 ml de bacterias (peso húmedo, es decir, después de centrifugar) se la han añadido 10 ml de la solución de glucosa y se ha mantenido incubando durante 30 minutos, momento en el que se han separado las células del medio de cultivo y se han roto diluyéndolas en 10 ml de tampón. 0,1 ml de dicha solución nos dio 15.000 cpm en el contador. Calcular la velocidad de incorporación de glucosa por las células. 

5. Para determinar la reactividad de los grupos arginina presentes en una proteína de Mr 20.000 se utiliza el reactivo fenil glioxal marcado radiactivamente con 14C. La muestra nos ha venido en una ampolla de 0,2 mCi en 12 mg de producto. La reacción de modificación de la proteína debe hacerse en mezclas de 0,5 ml conteniendo 0,02 mg de proteína y a una concentración de reactivo 5 mM en la mezcla. La proteína se encuentra en 5 ml de una solución de 12 mg/ml. Por otra parte, queremos que en el contador pongamos alrededor de 20-50.000 cpm. La eficiencia del contador es del 76 %. Establecer las condiciones del ensayo sabiendo que se produce la unión de 40 grupos de FG por molécula de proteína. 

6. Para la medida de la incorporación de nitrógeno en células de Escherichia coli se prepara un cultivo que tenga una absorbancia a 578 nm de 0,1. Medidas independientes han determinado que una absorbancia de 0,52 equivale a un cultivo de 1 g/l. El medio contiene glucosa que se utiliza como fuente de carbono y energía. Se incuba a 30 ºC bajo agitación continua y vigorosa.  Se disponen una serie de filtros de nitrato de celulosa que son capaces de retener a las células, dejando pasar las soluciones, que se recogen en un recipiente bajo el filtro. 

Se prepara una solución de urea 100 mM que contiene 14C. 150 ml de una dilución 1/10 de esta disolución de urea se transfieren a un vial del contador de centelleo para medir radiactividad y da una lectura de 150.000 cpm (cuentas por minuto). Por otra parte, 100 ml de la disolución de urea se añaden a 1 l de medio donde están las células y se empieza a contar el tiempo. Se toman alícuotas de 50 ml a los 15, 30 y 45 segundos después de la adición de la urea y se colocan sobre los filtros, que están sometidos a vacío, con lo que rápidamente quedarán las células separadas del medio de cultivo. Se colocan los filtros en los correspondientes viales de centelleo dando las siguientes lecturas: 13.000, 22.000 y 32.000 cpm. Indicar qué se está midiendo y cuál es su velocidad expresada en mmol/min x mg células. 

7. Para medir incorporación de citrato se prepara un litro de cultivo de E. coli como antes (Abs 578 = 0,31) y se le añaden 2 ml de una solución 1 M de citrato sódico de 0,5 mCi/ml. A los tiempos 1, 3, y 5 minutos se toman alícuotas de 100 ml. y se hacen pasar por los filtros correspondientes, que luego se miden en el contador de centelleo.  Las lecturas son las siguientes: 3500, 10000 y 13000 cpm. La eficiencia del contador es del 85 % (cpm/dpm).  Medir la velocidad como antes y expresarlo en las mismas unidades.

8. Se han preparado vesículas conteniendo la permeasa de lactosa procedente de E. coli y se pasan a otro medio de composición diferente. Proponer una manera de medir transporte de lactosa en estas vesículas y predecir el flujo de lactosa en cada una de las siguientes condiciones: 

Experimento


dentro ves.


fuera ves.


1


pH 2; lac 0


pH 7 ; lac 10 mM


2


pH 7; lac 0


pH 2 ; lac 10 mM


3


pH 2 ; lac 10 mM

pH 7 ; lac 0


4


pH 7 ; lac 10 mM

pH 2 ; lac 10 mM


5 


pH 7 ; Lac 10; Cl- 10 mM
pH 7 ; lac 10 mM; Cl- 0,1 mM

9. Las vesículas de una bacteria que contienen la permeasa de lactosa se preparan en medio con KCl y se suspenden en una solución con igual concentración de NaCl. Se observa que las vesículas acumulan, aunque durante poco tiempo, lactosa si hay valinomicina en el medio. Si se suspenden en medio con KCl no hay transporte. ¿Cómo funciona el sistema?

10. ¿Cual es el número máximo de iones Na+ por mol de ATP hidrolizado que puede ser transportado fuera de una célula por una bomba de Na+ que funcione independiente de K+ suponiendo que la [Na] ext sea de 140 mM y la int de 10 mM?

11. ¿Cómo se afectarían por ouabaína los siguientes procesos de transporte: a) transporte no mediado de glucosa en eritrocitos de vaca; b) cotransporte Leu/Na+ en el hombre; c) transporte de galactosa en E. coli; d) absorción de glucosa por la mucosa intestinal.

12. Se han asilado mutantes de E. coli con defectos en el transporte de azúcares que se comportan como se indica en la tabla. Indicar: a) si responden a algún mecanismo conocido; b) si se pueden asignar los defectos de cada uno de los mutantes a un componente del sistema de transporte; y c) si en cada uno de los mutantes estará dañada la misma proteína.

13. Se han construido liposomas con la bomba Na+/K+ que funcionan de manera inversa al sistema in vivo, en un medio tamponado a pH 5 y ClK 10 mM. Indicar qué ocurre cuando se colocan en medios que contengan los siguientes componentes: a) ClNa 10 mM, pH 5, ATP; b) ClK 2 mM, pH 10, ATP; c) a, con valinomicina; d) a, con nigericina; e) ClK 10 mM, pH 10, ATP; f) ClNa 2 mM, pH 5; g) ClNa 2 mM, pH 5, ATP; h) ClNa 10 mM, pH 5, ATP, ouabaina; i) g, con dinitrofenol.

14. El jugo gástrico en el hombre tiene un pH = 1 mientras que las células de la mucosa gástrica que secretan el jugo gástrico tienen un pH interno de aproximadamente 7. Calcular el ∆G para el transporte de H+ en contra de este gradiente a 37 C.

15. Cuando los eritrocitos se exponen a un medio hipotónico se hinchan y su citoplasma sale dejando una membrana vacía, por lo que a dichas células se les denomina "gost". Si se colocan los "fantasmas" en una solución isotónica se contraen hasta su tamaño original y recuperan la acostumbrada impermeabilidad. En el proceso algo de la solución isotónica queda atrapada en el interior. Decir qué composición deberán tener las soluciones interior y exterior para poder medir la bomba de Na/K en dichos fantasmas.

16. En una célula animal en la que la entrada de diez diferentes metabolitos está acoplada a la entrada de iones Na+ utilizándose en cada caso un transportador específico. Si la concentración de Na+ dentro es 0,01 respecto de la de fuera, decir qué relación de la concentración interna a la externa deberá mantenerse para cada uno de los diez compuestos.  

17. En las células nerviosas en reposo las concertaciones internas y externas de K+ y Na+ son tales que existe un ligero exceso de cargas negativas dentro respecto de fuera de la célula, siendo su valor de 60 mV. La concentración de K+ fuera es 7 mM y dentro 140 mM. Calcular la energía libre que se liberará o habrá que aportar para la entrada de un ion K+ en estas condiciones. 

Tema 13. Fosforilación a nivel de sustrato
1. Medida de la fosforilación a nivel de sustrato. Para la medida de la síntesis de ATP acoplada a la oxidación del gliceraldehido-3P en la glucolisis se realiza un experimento de acuerdo con el siguiente protocolo:

Tubos





1
2
3
4
5
6

H2O





0,85
0,75
0,85
 ------------------------>

Tris-HCl 0,5 M pH 8,2



0,5 
------------------------------------------------->

-mercaptoetanol 50 mM



0,3 
------------------------------------------------->

NAD+ 1 mM




0,3
 ------------------------------------------------>

DL-gliceraldehido 3-P  20 mM


0,25
 ------------------------------------------------>

fosfato potásico 20 mM



--
0,1 
--
0,1 
------------->

arseniato sódico 0,1 M



--
--
0,1
--
--
--

3-P-glicerato quinasa   200 U


0,1 
--------------->    
--
0,1  -------->

ADP 5 mM 




0,3
 ------------------------------------------->    --        

MgSO4 50 mM 




0,3 
------------------------------->     --        0,3  

medir Abs a 340 nm




valores


0,02
0,02
0,02
0,025
0,02   0,015

gliceraldehido-3P DH   500 U


0,1
-------------------------------------------------->

agitar, incubar a 25º 15' 

medir abs a 340 nm




valores


0,02
0,23
0,57
0,035
0,04
0,04

calcular los moles de NADH formado en cada uno de los tubos.

Para medir la cantidad de ATP formado en cada experimento se toma una alícuota de 0,3 ml de cada uno de ellos y se añade a sendos tubos que contienen todos ellos los siguientes compuestos:

Tris-HCl 0,1 M, pH 7,6



2.1 ----------------------------------------------------------->

NADP+ 40 mM




0,1 ----------------------------------------------------------->

Cl2Mg 10 mM




0,15 --------------------------------------------------------->

glucosa 0,5 M




0,2   --------------------------------------------------------->

glucosa-6P DH  10 U



0.05 ---------------------------------------------------------->

alícuota





0,3 ml  de cada tubo

mezclar y medir absorbancia a 340 nm




valores


0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,06

añadir hexoquinasa 100 U



0,05 --------------------------------------------------------->

mezclar e incubar 45' a 25 º

medir abs 340 nm




valores


0,05
0,17
0,06
0,07
0,06
0,06

Interpretar los resultados y calcular los moles de NADH y ATP formados en la oxidación del gliceraldehido-3P.

Discutir ahora qué es la fosforilación a nivel de sustrato.

Tema 15. Fosforilación oxidativa.  La cadena respiratoria

1. Para calibrar un electrodo de oxígeno de 3 ml de capacidad, se introduce una solución tampón de fosfato 25 mM, pH 7,5 y se lleva el registrador a la división 100. A continuación se le añaden unos cristalitos de ditionito sódico a la solución, con lo que se observa una rápida bajada de la pluma. Con el cero del aparato lo ajustamos a la división 0. Lavamos la cubeta y la llenamos de nuevo con la solución de tampón, llegando ahora hasta la división 95. Indicar cuántos moles de oxígeno corresponden por división del aparato. La solubilidad del O2 en fosfato a pH 7,5 es de 275 mM.

2. El electrodo de oxígeno se utiliza para medir la reacción catalizada por el enzima glucosa oxidasa de acuerdo con la reacción:     glucosa + O2 ----->  gluconato   + H2O2  

Una vez calibrado el electrodo de acuerdo con el problema anterior, contiene en un volumen de 3 ml, tampón fosfato 25 mM, pH 7,5, glucosa 5 mM y  0,1 ml de una solución recién preparada de NADH que daba una absorbancia a 640 nm de 0, 1 después de diluir 1/100. Inmediatamente después de añadir 10 µl de una solución de glucosa oxidasa de 5,0 mg/ml se observa una bajada del registrador de 17 unidades, de las 100 en que está dividido el papel. Calcular la actividad del enzima.

Indicar qué ocurrirá si en el electrodo se añade, además, el enzima catalasa.

3. Para la medida de la oxidación del succinato por una preparación de mitocondrias de 3 mg de prot/ml se añade a la cubeta del problema anterior 3 ml de dicha solución y se inicia la reacción mediante la adición con una microjeringa de 0,15 ml de una solución de succinato 5 mM. Se produce la bajada de la pluma del registrador a una velocidad inicial de 23 div/3 min. Indicar la actividad específica de dicha preparación de mitocondrias. 

4. Para medir la razón P/O de una preparación de mitocondrias se añade a la cubeta del electrodo de oxígeno del problema 1 un medio equilibrado en aire y conteniendo 250 mM de sacaraosa en tampón fosfato 8 mM, pH 7,5, Cl2Mg, 0,08 mM EDTA y 0,15 mg/ml de albúmina bovina. Se añade la preparación de mitocondrias para que quede a una concentración de 1 mg/ml. A continuación se añade succinato y rotenona para que queden 5 mM y 1 mM, respectivamente. Se mide la velocidad de consumo de oxígeno y da un valor de 27 div/min. Se añaden 4 ml de una solución 100 mM de ADP y se mide ahora la velocidad de bajada de la pluma, dando 53 div/min hasta que, al cabo de un cierto tiempo, se restaura una velocidad de aprox. 30 div/min. Calcular la razón P/O para esta preparación de mitocondrias. 

5. a) Escriba una ecuación balanceada para la oxidación respiratoria del NADH en una bacteria que utiliza el SO24- como aceptor de electrones (E'o SO3=/SO4= = + 0,48 V).

b) ¿Cuál es la diferencia de potencial (∆E'o) de la cadena de transporte de electrones en este organismo?.

c) Suponga que se requieren 15 kcal de energía libre para formar eficientemente un mol de ATP bajo condiciones intracelulares. Si ∆E'≈ ∆E'o, ¿Cuál es el número máximo de moléculas de ATP que teóricamente pueden ser producidas por par de electrones transferidos desde el NADH hasta el SO23- en esta bacteria?.

d) ¿Cuál es el número máximo teórico de moléculas de ATP que pueden ser producidas en una bacteria que utiliza el O2 como aceptor de electrones?.

(resuelto en 3º)
6. En una preparación mitocondrial que lleva a cabo la oxidación de los ácidos grasos en presencia de la coenzima A, O2, ADP y Pi: 

a) ¿Cuántas moléculas de ATP se producirán por fragmento de dos carbonos convertidos a 2CO2?.

b) ¿Cuál será este número si se agrega amital (un inhibidor de la NADH deshidrogenasa) a la preparación?.

c) ¿Cuál será si se agrega dinitrofenol?.

(resuelto en 3º)
7. Un laboratorio farmacéutico le envió muestras de dos nuevos inhibidores metabólicos para caracterizarlos como posibles antibióticos. Utilizando una preparación aislada de mitocondria de hígado e incubada con piruvato O2, ADP y Pi, usted observa que la adición del inhibidor A bloquea tanto el transporte de electrones como la fosforilación oxidativa. Cuando agrega el inhibidor B además del A, observa con sorpresa que se restablece el transporte de electrones, pero no la fosforilación oxidativa.

a) ¿Cómo clasificaría estos inhibidores teniendo en cuenta su modo de acción en el transporte de electrones y en la fosforilación oxidativa?.

b) Nombre un par de inhibidores conocidos que podrían dar el mismo resultado.

(resuelto en 3º)
8. Cuatro transportadores, a, b, c y d, cuyas formas reducidas y oxidadas pueden ser distinguidas espectrofotométricamente, se requieren para la respiración en un sistema de transporte de electrones bacteriano. En presencia de sustrato y oxígeno, tres inhibidores diferentes bloquean la respiración, obteniéndose los patrones de los estados de oxidación que aparecen en la tabla (+ indica oxidado y - reducido). ¿Cuál es el orden de los transportadores en la cadena desde los sustratos hasta el O2?.

(resuelto en 3º)
_____________________________________________________________________


Inhibidor


a

b

c

d

_____________________________________________________________________


   (1)



+

+

-

+


   (2)



-

-

-

+


   (3)



+

-

-

+

_____________________________________________________________________

9. En la cámara de reacción del electrodo de oxígeno, previamente calibrado, se colocan 2,75 ml de una solución de sacarosa 150 mM, Cl2Mg 5 mM, ClK 20 mM, y tampón fosfato 10 mM, pH 7,4. A continuación se añaden 0,25 ml de una suspensión de mitocondrias de hígado de rata, y se sigue durante unos minutos el consumo de oxígeno correspondiente al respiración endógena. Seguidamente se añaden 30 µl de una solución de succinato 1 M y se mide el incremento de pendiente que acusa el registrador. Finalmente se añaden 30 µl de una solución de ADP 33 mM (primer experimento) y se sigue el nuevo incremento del consumo de oxígeno que su presencia provoca. El efecto estimulante del ADP sobre la velocidad de desaparición de oxígeno desaparece cuando todo él se ha fosforilado.


De nuevo se repite el experimento en las mismas condiciones para estudiar el efecto estimulante del dinitrofenol (DNP) y el efecto inhibidor del cianuro sobre el consumo de oxígeno, añadiendo a la suspensión de mitocondrias, después del succinato, 30 µl de una solución de DNP 50 mM y, posteriormente, el mismo volumen de una solución de cianuro de idéntica concentración.

Proponer una figura que represente respuesta que daría el registrador del electrodo de oxígeno.

10. Para medir el ATP que se forma en un experimento se acopla a una reacción que produzca o consuma NAD(P)H. Se dispone de los siguientes enzimas en el laboratorio: hexoquinasa; aldolasa;  gliceraldehido 3P deshidrogenasa; 3-P glicerato quinasa; alcohol deshidrogenasa; piruvato quinasa; glucosa, -6-P deshidrogenasa; fructosa difosfatasa. Diseñar una mezcla de ensayo que permitiera medir ATP mediante el cambio de absorbancia a 340 nm.

(resuelto en 3º)
11. Indicar en qué medios podrían desarrollarse determinados microorganismos asumiendo que posean los necesarios sistemas enzimáticos. Suponga que la temperatura y el pH son los adecuados, que hay fosfato, sulfato y nitrato, iones metálicos y agua y que salvo que se indique lo contrario, no hay compuestos carbonados, oxígeno y luz.

a) formiato, O2; b) luz, CO2; c) CO2, NO2-,O2; d) CO2, H2S; e) H2S, NO2- , O2; f) SO3=, CO2; g) luz, CO2, O2; h) luz, CO2, formiato; i) formiato; j) formiato, CO2; k) DNA, O2; l) O2, CO2; m) formiato, NO2-; n) NO2-, CO2.

(resuelto en 3º)

12.  Cuando se añade citocromo c reducido puro a mitocondrias cuidadosamente preparadas junto con ADP, Pi, antimicina A y oxígeno, el citocromo c se oxida y se forma ATP, con una relación P/O próxima a 1.

a) Indique el flujo probable de los electrones en este sistema

b) ¿por qué se añade antimicina A?

c) ¿qué información aporta este experimento acerca de la localización de los lugares de acoplamiento de la fosforilación oxidativa?

d) Escribe una ecuación equilibrada para la reacción global

e) Calcula ∆Go’ para la reacción anterior, utiliza potenciales tabla 15.1 y un valor para la hidrólisis de ATP de –40 kJ/mol en las condiciones existentes en la mitocondria.

Sol.e)  –70 kJ/mol

13.Se incubaron mitocondrias recién preparadas con -hidroxibutirato, citocromo c oxidado, ADP, Pi y cianuro.  El -hidroxibutirato se oxida por una deshidrogenasa dependiente de NAD+.


-hidroxibutirato + NAD+

NADH + H+ + acetoacetato

El investigador midio la tasa de oxidacion del -hidroxibutirato y la tasa de formación de ATP.

a) Indica el flujo probable de electrones en este sistema

b) ¿cuántos moles de ATP se formarán por mol de -hidroxibutirato oxidado?

c) ¿por qué se añade -hidroxibutirato en vez de NADH?

d) ¿qué función tiene el cianuro?

e) Escribe una equación equilibrada para la reacción global

f) Calcula el cambio de energía libre neto (∆Go’) en este sistema, utiliza potenciales tabla 15.1 y un valor para la hidrólisis de ATP de –40 kJ/mol

Sol. b) 2, f) –35.8 kJ/mol

14.Si quisiera determinar la relación P/O para la oxidación del a-cetogluratarato, probablemente incluiria en su sistema de racción algo de malonato.  ¿Por qué?  En estas condiciones, ¿Qué relación P/O cabria esperar que se observara?

Sol. P/O = 4

15.De las diversas reacciones de oxidación de la glucólisis y del ciclo del ácido cítrico, la única en la que no interviene el NADH es la reacción de la succinato deshidrogenasa.  ¿Cuás sería el ∆Go’ para un enzima que oxida el succinato con NAD+ en vez de FAD? Si la concentración intramitocondrial de succinato fuera 10 veces superior a la de fumarato, ¿qué relación de [NAD+]/[NADH] en las mitocondrias sería necesaria para hacer esta reacción exergónica?

Sol. a) 67.6 kJ/mol, b) 4.1010
16. Completa las siguientes frases

A-La fosforilación oxidativa tiene lugar en

B-En conjunto los procesos de fosforilación oxidativa y transferencia de energia se denominan

C-La permeabilidad de la membrana exterior mitocondrial se debe fundamentalmente a la presencia de 

D-El 



es un derivado de la quinona con una cola isoprenoide

E-El grupo hemo y los centros sulfoférricos son grupos prostéticos de 



F-La 


cataliza la reducción del oxígeno molecular

G-La 



es un enzima del ciclo del ácido cítrico que es parte de un complejo transportador de electrones.

H-El nombre para la teoría que acopla la sintesis de ATP al transporte de electrónes propuesto por Mitchel es

17. Se han construido vesículas que llevan incorporada la ATP sintasa pero que se encuentra integrada en la membrana de manera inversa a como lo hace en la mitocondria. Se han preparado las vesículas en un medio tamponado a pH 4.0 y se transfieren a otro en donde hay Pi, ADP y ATP a unas concentraciones de 0.1, 0.3 y 0.05 mM respectivamente, a un pH de 7.0. Calcular el número mínimo de iones H+ que deben cruzar la membrana para que se sintetice un mol de ATP en estas condiciones si el rendimiento de la reacción es del 40%.

Tema 16. Fosforilación fotosintética.
1. Durante la fotosíntesis se absorbe luz de 700 nm (roja) cuya energía es de unos 50 kcal/einstein (1 einstein es 6 x 1023 fotones). Asumiendo que la eficiencia en la absorción y utilización de la luz es del 100% proponer la estequiometría de la reacción de rotura de la molécula de agua con NADP+  y calcular la variación de la energía libre de la reacción.

2. Teniendo en cuenta los potenciales de los compuestos implicados en la fotosíntesis (NADP+ y H2O) calcular la constante de equilibrio de dicha reacción a 25 ºC

3. Las bacterias sulfuradas púrpura llevan a cabo fotosíntesis en presencia de H2O y 14CO2, pero solamente cuando se añade H2S y en ausencia de O2. En la fotosíntesis medida como formación de [14C]-glúcido, se forma azufre elemental, pero no se desprende O2. ¿Qué reacciones están ocurriendo?

4. El DCMU es un herbicida que ocasiona la interrupción en la liberación de O2 y la reducción de NADP+ . Explicar cuál es el sitio de actuación de dicho compuesto en la fotosíntesis y cómo se podría restaurar el desprendimiento de oxígeno y la reducción de NADP+.

5. Para la medida de la fosforilación fotosintética se introducen en una electrodo de oxígeno las siguientes mezclas para tres experimentos distintos.








 ml

            _________________________________________________________________





  1


  2


  3

H2O



1,75


1,65


1,45

Tris 0,5 M,  pH  8,2

0,20


0,20


0,20

Cl2 Mg 0,1 M


0,15


0,5


0,15

Cl2 Na 0,1 M


0,10


0,10


0,10

PO4 H2K 0,1 M

0,10


0,10


0,10

NADP+ 40 mM

0,30


0,30


0,30

ADP 50mM 


0,10


0,10


0,10

Ferredoxina 5mg/ml

0,10


0,10


0,10

Suspensión cloroplastos
0,10


0,10


0,20

DPIP



----


-----


0,10

Ascorbato


----


-----


0,10

DCMU



----


0,1


0,10

Se empieza la reacción iluminando la solución contenida en el recipiente del electrodo y se obtienen los siguientes datos: 1,36 átomos de oxigeno desprendidos en la mezcla 1, 0 en la 2 y 0,07 en la tres.

Se toma la solución con una pipeta y se coloca en una cubeta de 3 ml y se mide su absorbancia a 340 nm después de corregir con un blanco que no haya sido iluminado. Los resultados son 1,46 µ moles NADPH en la 1, 0 en la 2 y 1,40 en la 3. Después se toma una alícuota para medir el ATP de cada solución obteniéndose los siguientes valores 2,10 µ moles para el 1, 0,04 para el 2 y 2,20 para el 3. Interpretar los resultados.

(resuelto en 3º)

6. Se han preparado vesículas lipídicas conteniendo bacteriorodopsina (BR) que funciona en el sentido fisiológico (expulsando protones hacia fuera). Se suspenden en un medio sin tamponar a pH 7 que contiene un indicador de pKa = 4 y cuyo coeficiente de extinción molar a 430 nm es 5400 M-1 cm-1 (forma básica). La disolución tiene una absorbancia de 0.054. Después de iluminar una suspensión de vesículas de 20 ml la absorbancia del medio pasa a ser 0.004. Si se ha determinado por métodos inmunoquímicos que cada vesícula tiene unos 8000 moléculas de BR y que la suspensión contiene unas 48 x 104 vesículas/ml indicar la eficiencia en el transporte de H+ de la BR expresada en µmoles/min x molécula de BR.
FENÓMENOS BIOELÉCTRICOS

Tema 17. Potencial de Membrana

1.- Cuando un electrodo es insertado en un axón gigante intacto se registra un potencial de membrana de - 70 mV.  Cuando el axón, suspendido en un baño de agua marina, es estimulado para conducir un impulso nervioso, el potencial de membrana se eleva temporalmente de -70 mV a 40 mV.

Composición iónica del agua marina y del citoplasma del axón gigante del calamar

_____________________________________________________________________
Ion


Citoplasma


Agua marina

_____________________________________________________________________


Na+


65 mM



430 mM


K+


344 mM


9 mM

_____________________________________________________________________

La ecuación de Nernst relaciona el equilibrio iónico de concentraciones con el potencial de membrana, siendo a 20˚C para iones univalentes E = 59 mV x log ([C]ex/[C]in).

A- Usando esta ecuación y los datos de la tabla, calcular el potencial de reposo a través de la membrana 


(a) asumiendo que el potencial de reposo es debido únicamente al K+.


(b) asumiendo que es debido únicamente al Na+.


(c) ¿qué cálculo es más próximo al potencial de reposo? ¿y al potencial de 


acción?  Explicar por qué.

B- Si la solución donde mantenemos el axón es reemplazada a un agua marina artificial donde el NaCl se ha reemplazado por cloruro de colina, no se observa ningún cambio en el potencial de reposo, pero el nervio no es capaz de generar un potencial de acción cuando se le estimula:  ¿por qué?. ¿Qué predecirías que ocurriría a la magnitud del potencial de acción si la concentración de Na+ en el medio exterior fuera reducida a la mitad o a la cuarta parte de su concentración habitual?  siempre utilizando cloruro de colina para mantener el balance osmótico.

2.- Completa las siguientes frases:

A- Unas proteínas específicas, llamadas proteínas


deben encontrarse presentes en las membranas celulares para hacerlas permeables a moléculas polares pequeñas tales como iones, azucares y aminoácidos.

B- Aparte de las bombas de ATP existen dos tipos principales de proteínas transportadoras de membrana:  


, que unen específicamente un determinado soluto y cambian su conformación para transferirlo a través de la membrana; y



, que forman poros polares que permiten a determinados y específicos solutos cruzar la membrana en la dirección del gradiente electroquímico.

C- Dos procesos generales de transporte controlan la entrada de solutos en la célula: el transporte


no requiere aporte de energía por parte de la célula, mientras que el transporte 


impulsa el paso de solutos específicos en contra de su gradiente electroquímico.

D- El gradiente de concentración para un soluto cargado y el potencial de membrana constituyen el gradiente 


para dicho soluto.

E- Las pequeñas moléculas hidrofóbicas que hacen a la membrana más permeable para iones inorgánicos específicos se llaman 


.  Hay dos grandes tipos, los 


y los formadores de


.

F- La distribución desigual de iones a cada lado de la membrana plasmática produce un voltaje a través de la membrana conocido como 



.  Este voltaje depende de forma crucial de la existencia de canales de


que hacen a la mayor parte de las células animales mucho más permeables a K+ que a Na+.

G. La condición de equilibrio, en la cual no hay flujo neto de iones a través de la membrana plasmática define el 



, el cual puede expresarse cuantitativamente por la ecuación


.

3.- Indica si las siguientes frases son verdaderas o falsas.  Si son falsas explica por qué.

A- La membrana plasmática es altamente impermeable a todas las moléculas cargadas.

B- Todas las proteínas transportadoras de membrana conocidas hasta la fecha atraviesan la membrana lipídica, y sus cadenas polipeptídicas se extienden generalmente a través de la membrana varias veces.

C- Los transportadores actúan como una puerta giratoria, haciendo un movimiento de "flip-flop" en la membrana, manteniendo así la bicapa lipídica sellada.

D- Los ionóforos actúan rodeando la carga de ion transportado, de tal forma que pueda penetrar el interior hidrofóbico de la bicapa lipídica.

E- El potencial de reposo de una célula animal es fundamentalmente generado a través de la Na+-K+ ATPasa, la cual en cada ciclo transfiere 3 iones Na+ fuera de la célula y 2 iones K+ dentro de la célula, dejando un exceso de cargas negativas en el interior de la célula.

F- El potencial de membrana se produce por el movimiento de cargas que apenas modifican las concentraciones iónicas y resultan únicamente en una ligera discrepancia entre el número de iones cargados positiva y negativamente a ambos lados de la membrana.

G- La apertura de los canales de Cl- despolariza la membrana porque la concentración de iones Cl-  es mucho mas alta en el interior de la célula que en el exterior.

4.- Calcular el potencial eléctrico de membrana en una célula de mamífero según los datos de la tabla:


Concentración (mM)


Ion
Citosol
Medio
Permeabilidad (cm/s)

K+
139
4
10-7

Na+
12
145
10-8

Cl-
4
116
10-8

5.- Los cambios intracelulares de concentración de iones suelen producir importantes acontecimientos celulares.  Cuando el esperma de las almejas contacta con un óvulo de almeja, produce unos cambios iónicos que tienen como resultado la rotura de la envoltura nuclear del óvulo, la condensación de los cromosomas y la iniciación de la meiosis.  Dos observaciones confirman el hecho de que los cambios iónicos producen el inicio de estos acontecimientos celulares: (1) la suspensión de óvulos de almejas en agua marina que contiene 60 mM KCl produce los mismas cambios intracelulares que el esperma, (2) la suspensión de los óvulos en agua marina artificial donde no existe calcio previene de la activación del KCl 60 mM.

A.- ¿Cómo afecta el KCl 60 mM al potencial de reposo de los óvulos? Considera datos problema 1.

B.- ¿Qué sugiere la falta de activación por el KCl 60 mM en agua libre de calcio sobre el mecanismo de activación por KCl?

C.- ¿Qué esperarías que sucediera si el calcio ionóforo, A23187, fuera añadido a una suspensión de óvulos (en ausencia de esperma) en (1) agua marina normal y (2) agua marina libre de calcio?

6.- La concentración de K+ es unas 20 veces mayor en el interior del axón del calamar que en el fluido extracelular, generando de esta forma un potencial de membrana de reposo de -75 mV.  ¿Qué esperarías que le sucediera a este potencial de reposo si la concentración de K+ fuera únicamente 10 veces mayor en el interior que en el exterior de la célula?  ¿Por qué el potencial de membrana de reposo real de la célula, -60 mV, difiere del potencial de equilibrio del K+ que es -75 mV?

7.- La ecuación de Nernst relaciona el potencial eléctrico resultante de una distribución desigual de una soluto cargado a ambos lados de una membrana permeable con la razón de concentraciones de dicho soluto a ambos lados de la membrana:



E = - (2.3. R. T)/(Z.F) x log ([S]1/[S]2). 

Temperatura 27 °C; Constante de Faraday 23 kcal/mol.V; R 1.98 x 10-3 kcal/mol.K

Considera una bicapa fosfolipídica planar que separa dos compartimentos de idénticos volúmenes.  


1- contiene 50 mM KCl y 50 mM NaCl


2- contiene 100 mM KCl y 10 mM NaAcO (acetato sódico).

(a) si la membrana se hace permeable sólo a K+, por ejemplo por la adición de valinomicina, ¿cuál será la magnitud del potencial de membrana?

(b) Si la membrana se hace permeable a K+ y H+, en que dirección fluirá H+ inicialmente.

(c) Si la membrana se hace selectivamente permeable a ambos, K+ y Cl-.  ¿cuáles serán la concentración iónica a ambos lados de la membrana y el valor del potencial de membrana en el equilibrio?

(d) Asumiendo que el potencial de esta membrana fuera de -70 mV en el lado del compartimento 2, calcular la energía libre para el movimiento de un ion Na+ del compartimento 1 al 2.  ¿Hay suficiente energía almacenada en el gradiente de Na+ de tal forma que la energía asociada con el paso de un Na+ del compartimento 1 al 2 pudiera ser utilizada para transportar un ion Cl- del compartimento 1 al 2?

8.- Calcula los potenciales de membrana de equilibrio que cabe prever a través de una membrana a 37 ˚C, con una concentración de KCl de 0.4 M en el lado izquierdo y 0.04 en el derecho, teniendo en cuenta las siguientes condiciones.  Indica en cada caso qué lado es positivo y negativo.

membrana permeable tan sólo para el K+
membrana permeable tan sólo para el Cl-
membrana igualmente permeable para ambos iones.

En cada apartado ¿se producirá transporte apreciable de la sustancia para establecer el potencial de membrana?

9.-   En las situaciones descritas más adelante, ¿cuál es el cambio de energía libre si 1 mol de Na+ se transporta a través de una membrana desde una región en la que la concentración es 2 µM hasta otra en la que es 150 mM?.  Temperatura 37 ˚C.

en ausencia de potencial de membrana

cuando al transporte se opone un potencial de membrana de 70 mV.

En ambos casos, ¿será suficiente la hidrólisis de 1 mol de ATP para impulsar el transporte de 1 mol del ion?  ∆G para la hidrólisis del ATP es de unos -50 kJ/mol en estas condiciones.

10.-  Supón que el ion calcio se mantiene dentro de un organelo a una concentración 1000 veces superior a la existente fuera del mismo (T = 37 ˚C) y que la membrana contiene un número elevado de canales de calcio de reposo.  ¿Cuál sería la contribución del Ca2+ al potencial de membrana? ¿Qué lado de la membrana del organelo sería positivo y cuál negativo si la membrana fuera únicamente permeable a dicho ion? ¿Por qué crees que habitualmente este ion no se emplea en el cálculo matemático del potencial a través de las membranas biológicas?

11.- En las situaciones descritas más adelante, ¿cuál es el cambio de energía libre si 1 mol de Na+ se transporta a través de una membrana desde una región en la que la concentración es 1 µM hasta otra en la que es 100 mM?


(a) en ausencia de potencial de membrana


(b) cuando al transporte se opone un potencial de membrana de 70 mV.

En ambos casos, ¿será suficiente la hidrólisis de 1 mol de ATP para impulsar el transporte de 1 mol del ion?  ∆G para la hidrólisis del ATP es de unos -50 kJ/mol en estas condiciones.

Tema 18.  Canales iónicos
1.- Cuando el potencial de membrana cambia de -45 mV a +5 mV en pasos de 5 mV la fracción de canales abiertos a 20 ˚C es 0.02, 0.04, 0.09, 0.19, 0.37, 0.59, 0.78, 0.89, 0.95, 0.98 y 0.99.  (a) ¿a qué voltaje están abiertos la mitad de los canales? (b) ¿cuál es el valor de la carga reguladora del paso? (c) ¿con cuánta energía contribuye el movimiento de la carga reguladora del paso en la transición de -45 mV a +5 mV?

2.- La batracotoxina (BTX) es un alcaloide esteroide de la piel de un rana colombiana que es venenosa.  En presencia de BTX, los canales de sodio de una zona estudiada por pinzamiento zonal permanecen persistentemente abiertos cuando se despolariza la membrana.  Se cierran cuando la membrana se repolariza ¿qué transición está bloqueada por el BTX?

3.- ¿Cuál es el costo de energía libre para la expulsión de Ca2+ de la célula cuando su concentración en el citosol es 0.4 µM y la extracelular es 1.5 mM y el potencial de membrana es -60 mV?

4.- Un canal exhibe saltos de corriente de 5 pA a un potencial de membrana de -50 mV.  El tiempo medio de apertura es 1 ms y el potencial de reversión es 0 mV.


(a) ¿Cuál es la conductancia del canal?


(b) ¿Cuántos iones univalentes fluyen a través del canal durante su tiempo 
medio de apertura?


(c) ¿Cuánto tiempo tarda un ion en atravesar el canal?

5.- Completa las siguientes frases:

A. Los 


forman poros hidrofílicos a través de las membranas; prácticamente todas las proteínas de este tipo que se encuentran en la membrana plasmática de eucariotas se encuentran relacionadas con el transporte de iones inorgánicos y por tanto los llamamos



.

B.- Los tres tipos de perturbaciones que pueden inducir a los canales iónicos regulados abrirse y cerrarse son 





,





, y 





.

C.- La técnica revolucionaria que ha hecho posible estudiar el comportamiento de canales iónicos individuales en las membranas celulares se llama


.

6.- Indica si las siguientes frases son verdaderas o falsas.  Si son falsas explica por qué.

A.- Las proteínas que forman canales iónicos transportan iones mucho más rápido que las proteínas de bombas transportadoras (como la bomba Na+-K+), pero no pueden acoplarse a una fuente de energía; por tanto, el transporte mediado por canales en siempre pasivo.

B.- Las proteínas transportadoras se saturan a concentraciones elevadas de la molécula transportada si todos los sitios de unión se encuentra ocupados; por otro lado, las proteínas que forman canales iónicos no unen los iones que transportan y el flujo de iones a través del canal nunca se satura.

C.- El gradiente de voltaje a través de la bicapa lipídica cambia bruscamente durante el paso de un impulso nervioso, produciendo cambios conformacionales en las proteínas de canales iónicos regulados por voltaje.

D.- La corriente total que cruza la membrana de una célula entera indica el grado en que cada canal individual se encuentra abierto.

E.- La inactivación de los canales de K+ regulados por voltaje es llevada a cabo por el amino terminal de cada subunidad del canal de K+, la cual actúa como una bola que cierra el extremo citoplasmático del poro poco después de que este se abra.

7.- Calcular el cambio de energía libre que se produce por el movimiento de seis cargas reguladoras de paso durante un potencial de acción.

8.- La membrana exterior de las bacterias suele contener una importante cantidad de porinas.  ¿Cuál sería la consecuencia de incorporar porinas en la membrana plasmática de una bacteria? 

9.- La siguiente tabla muestra la concentración típica en el citosol y el medio celular de un axón de calamar.


Concentración (mM)

Ion
Citosol
Medio
Permeabilidad (cm/s)

K+
400
20
10-7

Na+
50
440
10-8

Ca2+
0.0003
10
10-10

Cl-
50
560
10-8

(a) Calcular el potencial de reposo de una célula nerviosa en presencia de tetrodotoxina (Inhibidor canales de Na+).  

(b) ¿cuál sería el potencial de reposo si la membrana del axón fuera únicamente permeable al ion Cl-?  

(c) Calcular la energía libre para el movimiento de un ion K+ desde el interior al exterior celular asumiendo que el potencial de membrana en reposo es de -70mV.

(d) Calcula la energía libre para el movimiento de un ion Ca2+ del interior al exterior celular.  ¿Hay suficiente energía almacenada en el gradiente de potasio de tal forma que la energía asociada con la salida de un K+ al exterior celular pudiera ser utilizada para transportar un ion Ca2+ al exterior celular?

(e) Calcula la energía libre para el movimiento de un ion Cl- del interior al exterior celular.

10.- ¿Cómo puedes explicar que los canales de Na+ transporten Li+ y no Rb+, mientras que los canales de K+ transportan Rb+ pero no Li+?

11.- Los iones HONH3+ y H2NNH3+ son capaces de atravesar los canales de Na+, pero el ion CH3NH2 no.  ¿Podrías explicar este hecho?

12.- La solubilización de los canales de Na+ de las membranas nerviosas puede obtenerse con colato sódico.  Estos canales, como otras proteínas solubilizadas mediante este procedimiento, pueden ser incorporados en proteoliposomas de tal forma que cada vesícula artificial reciba una sola, como mucho unas pocas, proteínas solubilizadas.   Se sabe que los canales de Na+ abiertos permiten el paso de Cs+, un catión monovalente denso.  La veratridina, un alcaloide que se une al canal de Na+, causa la activación persistente del canal en el estado reconstituido.  Teniendo en cuenta estas observaciones, propón un mecanismo para purificar los proteoliposomas que contienen canales de Na+ de la población heterogénea de vesículas reconstituidas.  Diseña también la secuencia de experimentos que sería adecuada para estudiar la funcionalidad de los canales.

13.-  Mediante el empleo de microelectrodos se han medido las señales nerviosas de cuatro neuronas del cerebro de un caracol.  Las neuronas se llama A, B, C y D en la tabla que se muestra a continuación.  A, B y C pueden transmitir señales a D.  El animal fue estimulado de forma diferente en tres experimentos.  En la tabla se muestran el número de señales nerviosas transmitidas por segundo por cada célula.  ¿puedes decir algo sobre las características de cada una de estas neuronas?  Explica los resultados de estos tres experimentos.   






    Señales por segundo

EXPERIMENTO
A
B
C
D

1
50
0
40
30

2
50
0
60
45

3
50
30
60
0

Tema 19. Impulso nervioso.  Células nerviosas.  Neurotransmisores.

1.- La proporción entre las formas abierta y cerrada del canal del receptor de la acetilcolina que contiene 0, 1 y 2 acetilcolinas unidas es 5x10-6, 1.2x10-3 y 14, respectivamente.

(a) ¿En qué factor se aumenta la proporción forma abierta/cerrada por la unión de la primera molécula de acetilcolina? ¿y por la segunda molécula de acetilcolina?

(b) ¿Cuáles son las aportaciones de energía libre correspondientes a la apertura del canal a 25˚C?

2.-  El ácido -aminobutírico (GABA) provoca la apertura canales específicos para los iones cloruro.  El canal del receptor GABAA es farmacológicamente importante al ser el punto de acción del Valium, que se utiliza para disminuir la ansiedad.

(a) La concentración extracelular de Cl- es 123 mM y la intracelular 4 mM.  ¿en qué dirección fluirá el Cl- a través del canal abierto cuando el potencial de membrana se encuentre en el rango de -60 mV a +30 mV?

(b) ¿Cuál es el efecto de la apertura del canal del cloruro en la excitabilidad de un neurona?

3.- Durante un potencial de acción ¿es significante el cambio en la concentración interna de Na+ de una neurona?  Explicar por qué.  

4.- La siguiente tabla da la concentración de los iones más relevantes y su permeabilidad en una neurona.


Concentración (mM)


Ion
Citosol
Medio
Permeabilidad (cm/s)

K+
140
4
10-7

Na+
12
150
10-8

Cl-
4
120
10-8

En el pico de un potencial de acción, esta neurona alcanza un potencial de membrana de +55 mV.  La apertura del canal de sodio dependiente de voltaje es el evento inicial que permite la formación de este potencial de acción, siendo los cambios en las permeabilidades relativas de K+ y Cl- insignificantes en esta etapa.  Asumiendo que la despolarización durante el potencial de ación alcanza +55 mV y que las permeabilidades relativas iniciales de K+ y Cl- no cambian, ¿cuál es la permeabilidad relativa del Na+ en el pico del potencial de acción? ¿cuánto mayor o menor es esta permeabilidad a Na+ que la de la membrana en situación de reposo?

5.- Estas usando la técnica de pinzamiento zonal para estudiar las características de un canal de Na+ dependiente de voltaje de células humanas.  

(a) ¿Cómo prepararías el experimento para estar seguro de que sólo mides la corriente de Na+?

(b)  En el experimento I, mantienes el potencial de membrana a -55 mV y determinas la capacidad del Na+ a través del canal.  Llevas a cabo el mismo experimento en II, III y IV, manteniendo los potenciales de membrana a -40 mV, -20 mV y +20 mV, respectívamente.  Los resultados obtenidos en términos de permeabilidad al Na+ se presentan en la siguiente tabla:

Experimento
Potencial de membrana prefijado (mV)
Permeabilidad a Na+

I
-55
ausente

II
-40
ausente

III
-20
presente

IV
+20
presente

Explica estos resultados.  ¿puedes decir algo sobre cuál es el potencial umbral para estas células?

(c) ¿qué ocurriría si el mismo experimento se llevara a cabo en presencia de tetrodotoxina (inhibidor canales de Na+)?.

6.- Rellena los espacios en blanco.

A.- Independientemente de la naturaleza de la señal, la célula diana responde mediante una proteína específica llamada 


, la cual une a la molécula señalizadora e inicia la respuesta en la célula diana.

B.- Cuando un impulso nervioso alcanza las terminales nerviosas al final del axón, estimula la secreción de una señal química llamada



, que se transporta rápidamente a la célula postsináptica en un proceso llamado

.

C.- Las


son uniones célula-célula especializadas que se forman entre las membranas plasmáticas, conectando directamente los citoplasmas de las dos células.

D- El 



, o impulso nervioso, es una onda de excitación eléctrica que viaja pudiendo transportar un mensaje sin atenuación desde una extremo a otro de una neurona.

E- Los canales de 


repolarizan la membrana tras cada potencial de acción para preparar a la célula para la siguiente excitación.

7.- Indica si las siguientes frases son verdaderas o falsas.  Si son falsas indica por qué.

A.- Las conexiones en brecha permiten el libre intercambio de pequeñas moléculas y proteínas entre las células que conectan.

B.- Un neurotransmisor produce siempre las mismas respuestas, independientemente de las células diana, siempre que se una al mismo receptor.

8.- ¿Por qué una célula nerviosa exhibe una respuesta de "todo o nada" a un estímulo?

9.- Supón que un científico retira la hoja de mielina del axón de una neurona.  Explica qué ocurrirá y por qué.

10.- La anestesia inhibe el dolor mediante el bloqueo de la transmisión del impulso nervioso.  ¿cuál de los siguientes productos químicos podrían ser utilizado como anestésico?  Explica tu respuesta.


A: previene la apertura de los canales de sodio en las membranas.


B: inhibe los enzimas que degradan neurotransmisores


C: bloquea los receptores de los neurotransmisores 

Tema 20.  Recepción sensorial
1.- En 1974, John Dalton presentó su trabajo titulado “Acontecimientos extraordinarios relativos a la visión de los colores, a la Manchester Literary and Philosophical Society.  Dalton hizo hincapié en cómo su propia percepción del color era distinta de la del resto de la gente: “...esa parte de la imagen que los demás llaman rojo es para mi poco más que una sombra o falta de luz; según esto el naranja, amarillo y verde son para mi colores que varían desde el amarillo intenso a un amarillo desvaído...”  Dalton, al igual que el 8% de los hombres y el 0.6 % de las mujeres presentaba ceguera para los colores rojo y verde.  Esta forma de ceguera al color es rara en las mujeres, ya que está originada por una mutación recesiva asociada al sexo.  Recientes estudios de genética molecular han puesto en evidencia que los genes de los receptores del rojo y del verde se encuentran muy próximos en el cromosoma X.  En algunos hombres se manifiesta la pérdida del gen verde.  En otros el gen rojo ha sido sustituido por un gen híbrido del rojo y del verde.  Determinar el espectro de absorción del gen híbrido anterior.  ¿Cómo afectara a la visión del color?

2.- Un bastón retiniano puede ser cortado cerca de su base para obtener un fragmento que realiza la fototransducción, siempre y cuando disponga de GTP y ATP.  Las moléculas pequeñas y las proteínas pueden difundir a través del corte ya que no está cerrado.  Predecir el efecto de cada una de las siguientes manipulaciones en la respuesta a un destello luminoso que excite unas pocas moléculas de rodopsina.


(a) adición de un inhibidor de la rodopsina quinasa


(b) adición de un inhibidor de la fosfodiesterasa del cGMP


c) adición de EDTA


(d) adición de GTPS (análogo no hidrolizable del GTP)

3.- ¿Qué es un canal regulado por ligando?  Da un ejemplo de uno en el proceso visual.

4.- Supón que tienes un paciente que presenta un defecto visual que consiste en una falta parcial de la fosfatasa que libera los fosfatos de la rodopsina fosforilada.  ¿Cómo afectará esto a la capacidad del paciente a adaptarse a la oscuridad tras haber estado bajo la luz solar?

5.- Algunas personas sufren una rara enfermedad de causa desconocida llamada sinepsia que produce la interpretación errónea de un estímulo.  Imagina que una persona ve una serie de luces brillantes en el aire cuando suena el teléfono y una cascada ondulante de luz cuando un gato maúlla.  Propón una posible explicación a la sinepsia de esta persona.

6.- ¿Qué papel, si es que tiene alguno, presenta el lumen de los discos de los bastones en el proceso de la visión?

7.- Los espectrofotómetros en los laboratorios de Bioquímica son muy sensibles porque utilizan un tubo fotomultiplicador como detector, que convierte los fotones de luz en señales eléctricas.  A continuación la señal es multiplicada para producir una señal más fuerte.  ¿cómo multiplican los ojos las señal derivada de la luz para incrementar la sensibilidad?

8.- Los bastones de la retina contienen membranas que se hiperpolarizan cuando se absorbe un fotón de luz.  Supón que existen las siguientes concentraciones dentro y fuera de un bastón de la retina:

_____________________________________________________________________
Ion


Dentro


Fuera

_____________________________________________________________________


K+


100 mM

5 mM


Na+


10 mM


140 mM


Cl-


10 mM


100 mM

_____________________________________________________________________

(a) Si las permeabilidades relativas de K+ y Cl- son 1 y 0.45, respectivamente, ¿cuál debe ser la permeabilidad relativa de Na+ para obtener un potencial de -30 mV, que es el valor observado a través de la membrana del bastón en reposo?  T = 37 ˚C

(b) Si los pasos de Na+ se cerraran por completa tras la estimulación de un fotón, ¿qué valor de potencial de membrana se alcanzaría?

Tema 21.  Motores Moleculares.
1.- Hace más de medio siglo se realizaron experimentos que demostraron que la hidrólisis de ATP por las cabezas de miosina en el músculo esquelético funciona más despacio si se utilizan cantidades elevadas de ATP.  Propón un mecanismo molecular que explique esta observación.

2.- ¿Por qué el cuerpo se vuelve rígido tras la muerte?

3.- Normalmente, la calmodulina es activada por Ca2+ con una Kd de 1 µM.  En cambio, la troponina C presenta una Kd de 10 µM. (las koff, para ambos complejos son <103 y <104 s-1 respectivamente) ¿Qué ventaja puede suponer esta menor afinidad de la troponina hacia el calcio?  Cuál es el precio que hay que pagar por ello?

4.-  El músculo liso, a diferencia del músculo esquelético, no está regulado por el mecanismo troponina-tropomiosina.  En su lugar, el músculo liso de vertebrados se regula mediante el grado de fosforilación de las cadenas ligeras.  La fosforilación provoca la contracción y la defosforilación conduce a la relajación.  La contracción del músculo liso se activa mediante un aumento del nivel de Ca2+ citosólico.  Proponga un mecanismo para la actividad del Ca2+ basado en sus conocimientos sobre otros procesos de transducción de señales.

5.- ¿Cuáles son las diferencias estructurales y bioquímicas entre la contracción rápida y lenta de las fibras musculares?  ¿Cuáles son sus funciones biológicas?

6.- Ilustrar la figura de una miofibrilla con el retículo sarcoplásmico y de un sarcómero.

7.- Explicar como la cabeza de miosina convierte la energía de hidrólisis del ATP en energía mecánica.

8.- ¿Cómo se controla la contracción muscular en la regulación ligada a miosina?

9.- Indica si las siguientes frases son verdaderas o falsas.  Si son falsas explica por qué.

A.- Cuando un potencial de acción despolariza la membrana de la célula muscular, la bomba de Ca2+ es la responsable de bombear Ca2+ desde el retículo sarcoplásmico al citosol para iniciar la contracción muscular.

B.- La polaridad de los filamentos de actina no es importante para la contracción del músculo.

C.- Los discos Z se encuentran localizados al final de cada miofibrilla.

D.- El acortamiento del sarcómero es causado por el deslizamiento de los filamentos de actina sin que exista cambio en la longitud de cada tipo de filamento.

E.- El ciclo de cambios conformaciones por los cuales una molécula de miosina se mueve sobre el filamento de actina resulta unidireccional debido al cambio de energía libre favorable asociado con la hidrólisis de ATP en cada ciclo.

F.-  La señal desde un nervio motor inicia un potencial de ación en las membrana plasmática de la célula muscular, la cual abre los canales de Ca++ regulados por voltaje, permitiendo a dicho ion fluir al citosol desde el exterior celular.

G.- Cuando el nivel de Ca2+ se eleva, la troponina suelta ligeramente a la actina, permitiendo a las moléculas de tropomiosina deslizar su posición ligeramente de tal forma que las cabezas de miosina puedan unirse a la actina.

H.- Los tres tipos de células musculares, músculo esquelético, cardiaco y liso, se contraen por un mecanismo donde la actina y miosina se deslizan una sobre otra.

I,- Cuando la contracción es regulada por la fosforilación de una de las dos cadenas ligeras de miosina, no es controlada por el nivel de Ca2+ citosólico.

10.- La succinilcolina, que es una análogo de la acetilcolina, se utiliza por los cirujanos como relajante muscular.  Debe tenerse cuidado porque algunos individuos ser recuperan muy lentamente de esta parálisis, con consecuencias ulteriores.  Estos individuos presentan deficiencia de un enzima llamado pseudocolinesterasa, que es habitualmente presente en la sangre.  Si la succinilcolina es un análogo de la acetilcolina ¿por qué piensas que causa relajación de los músculos y no contracción como hace la acetilcolina?. 

11.- Rellena los espacios en blanco.

A.- Las



, que son los elementos contráctiles de la célula muscular, son estructuras cilíndricas de 1-2 µm de diámetro y a menudo son tan largas como el mismo músculo.

B.- Cada miofibrilla consiste de una cadena de pequeñas unidades contráctiles, o


, cada uno de 2.2 µm de largo, que confiere a las miofibrillas de vertebrados su aspecto estriado.

C.- La señal que se inicia en el músculo por un impulso nervioso es enviada desde los túbulos transversales al 



, una hoja de vesículas planas que rodean cada miofibrilla.

D.- Al igual que el músculo esquelético, 



es estriado, reflejando una organización similar de los filamentos de actina y miosina.

E.- El músculo más primitivo, en sentido de que se parece más a las células no-musculares, no presenta estrías y por tanto se conoce como 



.

12.- Si estiráramos una miofibrilla de tal forma que los sarcómeros incrementaran su longitud un 50 por ciento, ¿qué efecto esperarías tuviera lugar sobre la capacidad contráctil de la miofibrilla?  ¿por qué?  ¿qué efecto tendrá esto sobre las bandas H, A e I?

13.- Las drogas son utilizadas habitualmente durante las operaciones quirúrgicas como relajantes musculares.  ¿cuál de los dos compuestos químicos descritos a continuación sería mejor relajante muscular? ¿por qué?


A: bloquea los receptores de acetilcolina de las células musculares


B: inunda el citoplasma de las células musculares con Ca2+.
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