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Biofisica del transporte a través de la membrana plasmatica

Sabemos que la membrana plasmatica presenta una estructura llamada bicapa lipidica, esto es:
una membrana delgada que forma una barrera relativamente impermeable al agua, hecha de dos
capas de moléculas de lipidos. Los lipidos que la componen son, en orden de abundancia:
fosfolipidos, colesterol y glicolipidos. Estos lipidos son antipaticos, es decir, poseen un extremo
hidréfilo o polar (dibujado como esfera) y otro hidréfobo o no polar (dibujado como lineas
zigzagueantes). La fluidez de la bicapa depende de su composicidn: asi; una bicapa formada
exclusivamente por fosfolipidos saturados (no poseen dobles enlaces), genera una estructura
rigida. La presencia de fosfolipidos insaturados (poseen dobles enlaces) hacen que la membrana
sea fluida. Otro elemento que modifica la fluidez de la bicapa lipidica, es la presencia de
colesterol, muy abundante en las membranas de células animales, que sirve para brindar
estabilidad mecdanica de la membrana orientando su grupo OH hacia la porcién polar de la bicapa y
la estructura de sus anillos se coloca entre las cadenas de los fosfolipidos, aumentando la fluidez.
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Cholesterol in a lipid bilayer.

Schematic drawing of a

cholesterol molecule interacting with two
phospholipid molecules in one
monolayer of a lipid bilayer.

Una caracteristica de las células y aun de los compartimientos intracelulares es la capacidad de
reunir distintas moléculas e iones en concentraciones muchas veces muy diferentes a las del
medio que las rodea. La mayoria de las sustancias que atraviesan las membranas plasmaticas son
iones y pequefias moléculas orgdnicas, moléculas a las que denominaremos genéricamente
solutos. Para lograr esta llamativa diferencia de concentracidn de los solutos las células disponen
de distintos mecanismos de transporte de solutos, entendiéndose al transporte como la
capacidad de mover selectivamente solutos a través de una membrana.
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Para analizar los fendmenos de transporte de solutos, primero debemos analizar la distinta
facilidad o dificultad de los distintos solutos para atravesar espontaneamente la bicapa lipidica:
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Vemos que sélo pueden atravesar la bicapa lipidica gases como O,, CO,, etc.; moléculas polares,
pequefias y sin carga como urea, etanol, etc.; y moléculas hidréfobas pequefias como acidos
grasos y esteroides. El caso del agua es especial y lo desarrollaremos mas abajo en este apunte. Y
también vemos que moléculas grandes sin carga, como glucosa y sacarosa; y iones como Na®, K*,
etc.; solutos que son importantisimos para el metabolismo celular. Y podemos preguntarnos
écomo logran ingresar a las células estos solutos importantisimos?

Aqui debemos agregar que en la bicapa lipidica existen proteinas que reciben distintas
calificaciones:

1- Una proteina intrinseca de membrana es aquella que se halla embebida o atravesada en
la bicapa lipidica; las proteinas intrinsecas presentan regiones hidrdéfobas, por las que se
pueden asociar al interior de la membrana y regiones hidrdfilas que se situan hacia el
exterior, por consiguiente, son anfipaticas.

2- Las proteinas periféricas o extrinsecas no presentan regiones hidréfobas, por lo tanto no
pueden entrar al interior de la membrana. Estan en la cara interna de esta (en el interior
celular.
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3- Las proteinas ancladas Se unen a la membrana a través de una molécula hidrofébica que

no es un aminoacido (acido graso, lipido, etc.)
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Las proteinas de membrana intrinsecas juegan un rol central en el transporte de solutos a través

de la membrana plasmatica.

éQué son los poros, los canales y los trasportadores que se
encuentran en las membranas?

Debido a que la mayoria de los iones y solutos hidrofilicos de
interés biolégico tienen una pobre afinidad por la bicapa
lipidica, la difusién simple y pasiva de estos solutos a través
de la porcidn lipidica de la membrana es casi nula.

El transporte a través de la membrana plasmatica
generalmente requiere vias especializadas que permitan

Algunas sustancias
atraviesan la membrana a
través de proteinas de
membrana intrinsecas que
pueden formar poros,
canales o transportadores.

gue estas sustancias particulares

atraviesen la bicapa lipidica. En todos los casos conocidos tales vias se forman a partir de proteinas

integrales de la membrana.

Se reconocen tres tipos de vias proteicas que permiten el paso de iones y sustancias hidrofilicas a

través de la membrana:
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1- Las proteinas de membrana pueden formar poros A PORE (NON-GATED CHANNEL)
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permiten el paso de Na*, CI, K" y
Ca"™ a través de la membrana. ,
Visto asi, un canal es como un

poro con compuerta y un poro es como un canal sin compuerta. Esta clase de canales
pueden equipararse, en una analogia con el mundo macroscdpico, a tubos rectos con un
obturador en un extremo, de modo que la luz del otro extremo sdlo se ve si el obturador
estd abierto. Lo esquematizamos en la figura de la derecha.

3- Las proteinas de membrana pueden formar carriers o transportadores conformando a un
conducto que nunca ofrece una via que estd equipada al menos con dos vélvulas que
nunca estan abiertas al mismo tiempo: Entre las dos compuertas hay un compartimiento
que contiene uno o mas sitios de union para solutos. Esta clase de transportadores puede
equipararse, en una analogia con el mundo macroscdpico, a tubos rectos con exclusas en
ambos extremos y nunca permiten ver la luz del otro extremo debido a que nunca estdn
abiertas ambas exclusas al mismo tiempo. Lo esquematizamos en la figura siguiente.
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¢Como estan conformados los canales idnicos?

Los canales idnicos consisten en una o madas subunidades
) o . N Los canales con compuertas,
polipeptidicas con segmentos en conformacion alfa-hélice que . .
) que alternativamente estan

van de un lado al otro de la membrana. Estos canales tienen .
. ) ) ] abiertos o cerrados,
varios componentes con diferentes funciones: El primer . . .
) ) permiten el pasaje pasivo de

componente es una compuerta que determina si el canal se . .
) ) iones a través de la

encuentra abierto o cerrado, siendo estos estados de apertura
membrana

o cierre el reflejo de diferentes conformaciones de las
proteinas de membrana. Un segundo componente funcional generalmente es uno o mas sensores
gue pueden responder a distintos tipos de sefiales: cambios de voltaje de la membrana, sistemas
de segundo mensajeros que actdan en la cara citoplasmatica de la proteina de membrana, o
ligandos tales como agonistas neurohumorales que se unen a la cara extracelular de la proteina
transmembrana. Un tercer componente funcional es un “filtro selector” que discrimina qué ion en
particular (Na*, K*, Ca*™, etc.) tiene acceso al transportador o al canal.

Cada vez que el canal asume la conformacién abierta, provee una via continua entre los dos lados
de la membrana de modo que los iones pueden pasar a través de él por difusion pasiva hasta que
el canal adopte la conformacion cerrada nuevamente.

¢éCuales son los principales canales ionicos?
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Canales de Na': Debido a que el gradiente electroquimico para el Na* tiende a mover a los iones
Na® desde el exterior de la célula hacia el interior, un canal para Na* abierto actuara siempre como
un conducto para el ingreso pasivo de Na* al interior de la célula. Un uso fisioldgico de la entrada
de Na" mediada por canales es la transmisién de informacién, tal como se estudiard cuando
desarrollemos el tema Potencial de accidn en células excitables, més adelante.

Otro uso fisioldgico de los canales de Na* se descubre al estudiar ciertos segmentos de los tibulos
renales y en el epitelio intestinal. En estos casos los canales de Na* (llamados canales ENaC, es
decir epitelial sodium cannel, o canal de sodio epitelial) se encuentran restringidos a la cara apical
de las células de estos epitelios, donde permiten la entrada de sodio a la célula epitelial desde la
luz del tubulo renal o desde el lumen intestinal. Este influjo pasivo es un paso clave en el
movimiento de Na" a través de estos epitelios desde el lumen hacia la sangre.

Canales de K': En el caso del K, veremos que el potencial quimico tiende a mover al K" hacia el
exterior de la célula, mientas que el potencia eléctrico tiende a movilizarlo hacia el interior, de
modo que generalmente el balance de ambas fuerzas determina una tendencia neta de salida
desde el interior hacia el exterior celular. Practicamente en todas las células los canales de K*
juegan un rol importantisimo en la generacién del potencial de reposo de las membranas
plasmaticas, que es negativo del lado interior de la membrana.
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Canales de Ca™": El potencial electroquimico siempre tiende a mover al catiéon Ca™ hacia el interior
de la célula; de modo que cuando los canales de Ca™ estdn abiertos, este ion ingresa rapidamente
a la célula, a favor de este gradiente electroquimico. Este movimiento de Ca™ hacia el interior de
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la célula juega un rol vital en la sefializacion transmembrana tanto en células excitables como en
las no excitables, asi como en la generacion del potencial de accion de algunas células excitables.

Canales de H': La membrana plasmatica de muchos tipos celulares contienen canales de protones
Hv1 (hydrogen voltaje gated cannel, o canales de protones voltaje dependiente). En condiciones
normales, los H tienden a ingresar a las células si los canales Hvl se encuentran abiertos, sin
embargo los canales Hv1 se encuentran cerrados y sélo se abren excepcionalmente en situaciones
de despolarizacion o en casos de acidificacion del citoplasma, es decir, en condiciones que tienden
a lograr una salida del H'.

Canales de CI': La mayoria de las células contienen uno o mas tipos de canales anidn-selectivos a
través de los cuales ocurre un pasaje pasivo y no acoplado de CI'. En la mayoria de las células el
potencial eléctrico fuerza la salida de ClI" de la célula, mientras que el potencial quimico tiende a
ingresar Cl" a la célula; el balance es tal que hay una ligera tendencia a la salida de CI" hacia el
exterior de la célula. En algunas células epiteliales con canales de CI" en sus membranas
basolaterales, el movimiento pasivo de Cl juega un rolen el movimiento transepitelial de CI" desde
el lumen hacia la sangre.

¢éCuales son los principales transportadores o carriers? Algunos transportadores

) ) facilitan la difusion pasiva
Los sistemas de transporte mediado por transportadores .
de pequeiios solutos,

(carriers) transfieren un amplio rango de iones y solutos
como la glucosa.

organicos a través de la membrana plasmatica. Cada

transportador tiene una afinidad especifica por unirse a uno o a
un pequeno numero de solutos, y los transporta a través de la bicapa lipidica.

El mas simple de los transportes mediato por carriers es el que permite la difusién facilitada
(uniport). Luego se encuentran, aumentando su complejidad, los sistemas de cotransporte
(simport) y de intercambio (antiport).

Todos los transportadores que no hidrolizan ATP ni se acoplan a la cadena de transporte de
electrones, son miembros de la llamada superfamilia de transportadores de solutos (SLC, o solute
carrier superfamily). Los miembros de una superfamilia de transportadores de solutos (SLC)
pueden diferir en:

1- sus mecanismos moleculares (uniport, simport o antiport), en sus propiedades cinéticas
(por diferencias de especificidad y afinidad a los distintos solutos),

2- ensuregulacion (por ejemplo, fosforilacidn),

3- en sus sitios de “blanco” celular (pueden presentarse en la membrana plasmdtica o en la
membrana de organelas intracelulares) y

4- enlos tejidos en los cuales se expresan (rifidn, intestino, cerebro, etc.).
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Los sistemas de transporte mediados por transportadores se comportan de acuerdo al esquema
general de cinética para la difusion facilitada. Este mecanismo sélo puede mediar un transporte
pasivo, a favor del gradiente, para “x”.

A SIMPLE DIFFUSION B CARRIER-MEDIATED OR
FACILITATED DIFFUSION
J Jx
Jmax—>
VZJmax
(X] ) [X]
[X] = K

En una membrana celular existe un nimero fijo de transportadores disponibles para transportar
ow.,n

x”, mas aun, cada transportador tiene un limite de velocidad para trabajar, de modo que es un
modelo saturable; a diferencia de la difusién simple.

Si, por ejemplo se incrementase gradualmente la concentracién extracelular de “x”, la velocidad
de ingreso a la célula de “x” eventualmente alcanzard un valor maximo (Jnax) Una vez que todos los
carriers se hayan unido con “x”. Esta situacidon es muy diferente de la que existe en la difusion
simple, en donde el soluto “x” puede atravesar la bicapa lipidica sin requerir el concurso de
proteinas, de tal modo que no es un sistema saturable y se incrementa la velocidad de ingreso
linealmente con el incremento de la concentracidn extracelular de “x”, sin alcanzar nunca un valor
maximo.

Lo dicho permite observar que el sistema de mediado por El transporte por carriers se

transportadores saturables puede describirse con las mismas .
p P caracterizan porque aunque se

. . . 1 .
ecuaciones de Michaelis-Menten ue se estudian en .
q aumente la concentracion de

bioquimica para caracterizar las relaciones enzima-sustrato .
q P ’ soluto la velocidad no aumenta

hormona-receptor justamente, soluto-carrier. Asi .
ptor, -y, ) ’ linealmente, aparece un efecto

odemos ver que la velocidad de flujo es la mitad de la g iy
P q ! de saturacion. La saturacion se

velocidad de flujo maxima (1/2 Jmax) cuando la concentracidn debe a que todos los centros

de “x” tiene un valor caracteristico de cada sistema llamado . . .
activos del carrier estdn

Kn (que es, precisamente, la constante de Michaelis- ocupados,

Menten para ese sistema).

! Al final de este apunte se agrega un anexo de lectura opcional (no obligatoria) titulado CINETICA DE
MICHAELIS — MENTEN, para quienes deseen profundizar este tema.
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De modo que la expresidon de Michaelis-Menten:

V - [S] Vmax
K +(S]

En el caso de transportadores puede anotarse asi:

X K+ X]

De este modo, dado que Km es la concentracidn del soluto “x” a la cual el flujo (Jx) es la mitad del
maximo (Jmax), podemos ver que a menor Km, mayor serd la afinidad del transportador por el
soluto “x”.

Transportador (carrier) de glucosa

Un ejemplo importante de proteina de membrana que media la difusiéon facilitada es el
transportador de glucosa GLUT1, que es miembro de la familia SLC2. Las GLUTs presentan 12
segmentos transmembrana y varios bucles polipeptidicos hidrofilicos proyectados tanto a la cara
intracelular como a la extracelular de la bicapa lipidica. Algunos de sus segmentos transmembrana
(los sefialados en la siguiente figura como 7, 8 y 11) conforman una via que permite permear la
bicapa lipidica a favor de pasaje de glucosa.

Extracellular
space Amphipathic helices that
..:0-. —— Carbohydrate may line the conduit

0 side chain
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La familia SLC2 incluye 12 transportadores de hexosas (GLUTs) y mientras que la GLUT1 se expresa
en la superficie celular, la GLUT4, en estado basal (en ausencia de insulina), predomina en las
membranas de las vesiculas intracelulares, como un reservorio de transportadores. La insulina
incremente la tasa de transporte de glucosa mediada por carriers reclutando la isoforma GLUT4 en
la membrana plasmatica desde el reservorio de las vesiculas intracelulares.

Otros ejemplos de transportadores que median la difusion facilitada son los transportadores de
urea (UT) que son miembros de la familia SLC14; y los transportadores de cationes organicos (OCT)
gue son miembros de la familia SLC22. Debido a que este ultimo, el OCT, mueve cationes, es decir,
particulas con carga positiva, es un ejemplo de transportador o carrier electrogénico.

éSon estructuralmente diferentes los poros, los canales y los carries?

No. Los poros, los canales iénicos y los transportadores o carriers ..
La estructura fisica de

tienen, todos ellos, multiples segmentos transmembrana que
poros, canales y
transportadores es

bastante similar

generan la via que permean la bicapa lipidica; sin embargo poros
canales y transportadores tienen propiedades cinéticas bien
diferenciadas.

Los poros, tales como las porinas, estdan continuamente abiertos y permiten que un vasto nimero
de particulas atraviesen la membrana.

Los canales idnicos sufren transiciones conformacionales entre los estados abierto y cerrado.
Cuando se encuentran abiertos lo estan tanto para los solutos intracelulatres como para los
intracelulares, simultdneamente; asi, mientras el canal esta abierto se permite que gran cantidad
de iones crucen la membrana por cada evento de apertura. Debido a que el tiempo en que cada
canal permanece abierto en cada evento de apertura no es siempre el mismo, el nimero de iones
gue atraviesan el canal no es un valor constante y fijo.

Los transportadores generan una via permeable que virtualmente nunca se abre simultdneamente
a ambos compartimientos (intracelular y extracelular); por lo tanto, mientras el evento
fundamental para los canales es su apertura, el evento fundamental de los transportadores o
carriers es la realizacién del ciclo completo de cambios conformacionales; y debido a que en los
transportadores el nimero de sitios de unién a los solutos es limitado, cada ciclo de cambios
conformacionales transporta un numero discreto y fijo de particulas de soluto.

El namero de particulas por segundo que pueden moverse a través de la membrana es
generalmente varias érdenes de magnitud menor para un solo carrier que para un solo canal.
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Poros Canales Transportadores
Ejemplo Acuaporinas (AQP1) Canal de K+ Transportador de
glucosa (GLUT1)
Conducto a través de | Siempre abierto Abierto Nunca abierto
la membrana intermitentemente
Evento unitario Ninguno (siempre Apertura Ciclo de cambios
abierto) conformacionales
Particulas - 6.10" 1a5s
translocadas por
“evento”
Particulas Hasta 2.10° 10° a 10° cuando Entre 2.10’y 5.10*
translocadas por esta abierto
segundo

Anteriormente se consignd que la difusidn facilitada de glucosa, por ejemplo, ocurria pasivamente

a favor del gradiente, sin embargo los transportadores o carriers también pueden mediar modos

acoplados de transporte, como veremos mas abajo.

éQué es el transporte activo primario?

El transporte activo es un proceso que puede
transferir en contra de un gradiente a un soluto a
través de una membrana.

En el transporte activo primario, la fuerza motriz
necesaria para causar transferencia neta de un
soluto “x” en contra de su gradiente electroquimico
proviene de la variacién de energia favorable que
estd asociado con una reaccién quimica exergonica,
tal como la hidrdlisis de ATP.

La bomba Na* K’, es el transportador
activo primario mas importante en
las células animales, el cual usa la
energia del ATP para la extrusion de
Na“, sacandolo de interior de la
célula, y para ingresar K a la célula;
en ambos casos en contra de su
gradiente quimico.

El AG positivo de la transferencia del soluto “x” es compensado, con creces, con el AG negativo de

la hidrolisis del ATP.

Este sistema de transporte activo primario recibe el nombre de bomba; el caso mas relevante es la

bomba de Na'K* ATPasa’

Esta estructura funcional fue la primera enzima reconocida como una bomba de iones, descubrimiento por
el cual el cientifico Jens C. Skou compartié el Premio Nobel de Quimica de 1997.

Transporte a través de la membrana plasmatica
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Esta bomba se localiza en |la

) " A Na-KPUMP
membrana  plasmdtica y esta
conformada por dos subunidades i
g ) ATPase P UM
Ilamadas a y B. La subunidad a posee @ subunit

10 segmentos transmembrana y es la
subunidad catalitica (es decir, la -~
responsable de acelerar la hidrdlisis

del ATP) de esta bomba. La ’K;
subunidad B contiene una sola regién

P
/’
o Extracellular
helicoidal transmembrana y no space

parece ser esencial para el
transporte ni para la actividad ATPasa. La enzima estd glicosilada en su cara externa (como la

mayoria de proteinas de membrana) y requiere de magnesio como cofactor para su
funcionamiento (necesidad caracteristica de las enzimas ATPasa). Se han descripto 4 isoformas
para la subunidad a y 2 isoformas para la subunidad B; isoformas que se presentan en diferentes
tejidos con diferentes propiedades cinéticas. Mirando al exterior la bomba de Na'K" ATP asa
presenta multiples lugares de unién de esteroides cardioténicos, entre ellos la ouabaina y la
digitoxina (digital), cuya importancia medica se considerara en la asignatura Farmacologia.

En cada ciclo de funcionamiento de la bomba, se acopla la extrusién (salida desde el

. . . . . + . +
compartimiento intracelular hacia el extracelular) de 3 iones Na" con la entrada de 2 iones K7, y
con la hidrdlisis de una molécula de ATP

Cara extracelular

Bomba Na*/ K*
Membrana plasmatica

AP
) mop
+@

Cambio
conformacional

ia conformacional
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Aunque las células animales pueden tener otras bombas en sus membranas plasmaticas, la bomba
de Na'K" es el Unico proceso de transporte activo primario para Na*. La bomba Na'K" es también el
mecanismo de transporte activo primario mdas importante para K*. En las células en todo el
cuerpo, la bomba Na'K" es responsable de mantener una concentracién intracelular de Na* baja
y una concentracion intracelular de K" alta, en relacién con el medio extracelular.

En la mayoria de las células epiteliales, la bomba Na'K* se limita a la parte basolateral de la célula.

Debido a que cada ciclo de la hidrélisis de una molécula de ATP se acopla a la extrusion de tres
iones Na“ de la célula y la absorcién de dos iones K* |la estequiometria de la bomba es, por ello, de
tres Na" a dos K*, de modo que cada ciclo de la bomba esta asociado con la extrusién neta de una
carga positiva de la célula. Por eso se califica a esta bomba como electrogénica.

Al igual que el flujo de glucosa a través del transportador GLUT1 es una funcién saturable
dependiente de la concentracién de glucosa, la tasa de transporte activo por la bomba Na*K*
también es una funcién saturable de las concentraciones de Na* y K. La velocidad de transporte
también es una funcion saturable de la concentracidn intracelular de ATP y por lo tanto depende
del estado metabdlico de la célula. En las células con altas tasas de bomba Na*K*, como las células
de los tubulos proximales renales, un tercio o mas del metabolismo energético celular se dedica al
suministro de ATP a la bomba Na'K".

éHay otras bombas ademas de la bomba Na'K'?

Si. Hay toda una familia de ATPasas tipo P (las cuales i .
Ademas de la bomba Na'K’,

existen otras ATPasas como
por ejemplo la H'K* ATPasa y
la bomba de Ca™

comparten una significativa similitud de secuencia con la
subunidad a de la bomba Na*K") incluye varias subfamilias.
Aqui siguen algunos ejemplos:

Bomba H'K*: Ademas de la bomba Na*K’, son relativamente
pocos los transportadores activos primarios que se encuentran en las membranas plasmaticas de
las células animales. Por ejemplo en las células parietales del epitelio gastrico, se encuentra una
bomba H'K" que bombea H" a través de la cara apical de las células hacia el lumen del estémago.
Existen bombas similares en el rifién y los intestinos. La bomba de H'K* media la extrusion activa
de H" y la captacidn de K*, tomando energia de la hidrélisis de ATP, probablemente en la siguiente
proporcidn: por cada dos iones H* se movilizan dos iones K* y se hidroliza una molécula de ATP.
Esta bomba no es electrogénica.

Bombas de Ca"™: La mayoria, si no todas las células tienen un transportador activo primario en la

membrana plasmética que extrae Ca*" de la célula. Estas bombas se abrevian PMCA (por “plasma
membrane Ca2+-ATPase”) y al menos cuatro isoformas EPCP aparecen en la subfamilia P,z de
ATPasas de tipo P. Estas bombas intercambiar un H' para una Ca* por cada molécula de ATP que
se hidroliza. También existen bombas de Ca** en la membrana que rodea organelas intracelulares

como el reticulo sarcoplasmico en las células musculares y el reticulo endopldsmico en otras
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células, en los que juegan un papel en el secuestro de activo de Ca™ en los almacenes
intracelulares. Los SERCAs (por “sarcoplasmic and endoplasmic reticulum calcium ATPase”)
muestran otra estequiometia: parecen transportar dos H" y dos iones de Ca** por cada molécula
de ATP hidrolizado. Los tres SERCAs conocidos, que forman parte de la subfamilia P,, de las
ATPasas de tipo P, se expresan en diferentes tipos de musculo.

Otros tipos de bombas: Entre las otras ATPasas de tipo P se encuentra la bomba denominada

ATP7B que es una bomba de cobre. Este miembro de la subfamilia P;z de ATPasas de tipo P estd
mutado en la enfermedad de Wilson®

¢Qué es el transporte activo secundario?

En el transporte activo secundario, la fuerza impulsora ya no es aportada por la hidrélisis del ATP
sino que es proporcionada por el acoplamiento del movimiento en contra de su gradiente del
soluto “x” (con AG positivo), con el movimiento a favor del gradiente (AG negativo, y en valor
absoluto mayor que el AG positivo de la movilizacion del soluto “x”) de uno o mas de otros solutos
para el que existe una diferencia de potencial electroquimico de energia favorable.

éQué son los cotrasportadores?

Al igual que las bombas o transportadores activos
Cotransportadores: una clase de

transportadores activos
secundarios que son generalmente
accionados por la energia del
gradiente de Na* dirigido hacia
dentro de la célula.

primarios, los sistemas de transporte activo secundario
pueden mover un en contra de su gradiente
electroquimico, sin embargo, a diferencia de las
bombas que toman energia de la hidrélisis de ATP, los
transportadores activos secundarios toman energia
mediante el acoplamiento entre el movimiento contra

el gradiente de un soluto (AG positivo) con el
movimiento a favor del gradiente de otro soluto (AG negativo).

Las dos clases principales de transportadores activos secundarios son:

1- cotransportadores (o simporters )
2- intercambiadores (o antiporters )

® La enfermedad de Wilson es un trastorno hereditario poco frecuente que hace que el cuerpo retenga
cobre. Normalmente, el higado libera el cobre que no necesita en la bilis, un liquido digestivo. En la
enfermedad de Wilson eso no ocurre. El cobre se acumula en el higado y dafia el tejido hepatico. Con el
tiempo, el dafio hace que el higado libere el cobre directamente hacia el torrente sanguineo. La sangre
traslada el cobre por todo el cuerpo. El exceso de cobre puede dafiar los rifiones, el higado, el cerebro y los
0jos.
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En este punto vamos a referirnos a los cotrasportadores o sistemas simportadores: Los
cotransportadores son proteinas de membrana intrinsecas que mueven al soluto que se mueve a
favor de su potencial electroquimico (aquel soluto cuyo gradiente proporciona la energia, es decir,
se moviliza con AG negativa) y los solutos que se mueven en contra de su gradiente
electroquimico (con AG positivo) en la misma direccién.

Cotransportador Na‘glucosa: Este cotrasportador, consignado con las siglas SGLT, se encuentra en

la membrana apical de las células que revisten el tibulo proximal de los rifiones y el intestino
delgado. Los SGLT, que pertenecen a la familia SLC5, consisten en una sola subunidad,
probablemente con 14 segmentos que atraviesan la membrana. Las isoformas de SGLT2 y SGLT3
mueven un ion Na* con cada molécula de glucosa (es decir, la estequiometria de Na* y glucosa es
1:1), mientras que la isoforma SGLT1 mueve dos iones Na' por cada molécula de glucosa

(estequiometria 2:1).

A Na/GLUCOSE COTRANS-
PORTER (SGLT1-3)

Extracellular Cytosol
space

1or2@

=

Glucose

B Na/AMINO ACID
COTRANSPORTER

Amino acid

E Na/HCO; COTRANS-
PORTER (NBCe1, e2)

2D

F NaHCO,COTRANS-
PORTER (NBCn1, n2)

o
—

1D

G Na/K/Cl
COTRANSPORTER (NKCC)

|

H Na/Cl
COTRANSPORTER (NCC)

h=—

K HMONOCARBOXYLATE
COTRANSPORTER (MCT)

i

R-COO
Monocarboxylate

L H/DIVALENT METAL ION
COTRANSPORTER (DMT)

<‘®JZ
Mﬁ
Metal
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El ingreso de cation Na+ es la fuerza impulsora de cotransportadores de muchos solutos orgdnicos,
conformando una variedad de cotransportadores de Na+ presentes en el tubulo proximal y el
intestino delgado.

¢Qué son los intercambiadores o antiporters?

El otro grupo importante de transportadores activos secundarios son .
. . : Intercambiadores,
los intercambiadores, o antiporters.
otra clase de

Los intercambiadores son proteinas de membrana intrinsecas que transportadores
pueden mover uno o mas solutos en una direccion en contra de su activos secundarios,
gradiente electroquimico (AG positivo), y uno o mas solutos a favor que intercambian

<nlutns.

de su gradiente (AG negativo), pero en direcciones opuestas.

En general, estos transportadores intercambian de cationes por cationes o intercambian aniones
por aniones.

Intercambiador (antiport) de Na*Ca™: Los casi omnipresentes intercambiadores Na*Ca*, llamados

NCX, pertenecen a la familia SLC8. Lo mas probable es que funcionen intercambiando de tres
iones Na* por cada ion Ca*, por lo tanto NCX es electrogénico y mueve carga neta positiva en la
misma direccién del Na*. Bajo la mayoria de circunstancias, el gradiente electroquimico Na* es
favorable para el ingreso a la célula a través de la membrana plasmatica, y permite la extrusién en
contra de su gradiente del Ca** de la célula. Por lo tanto, este sistema de transporte ayuda a
mantener la diferencia de gradiente electroquimico, dirigido hacia dentro de la célula, del catién
Ca".

C Na/PHOSPHATE I K/CI
COTRANSPORTER (NaPi) COTRANSPORTER (KCC)
O= s ©
— p=—}
D NaHCO,COTRANS- J HOLIGOPEPTIDE
PORTER (NBCe1, e2) COTRANSPORTER (PepT)
a0 oM
/~ s ~

R @f) 000 ‘-—(.;;’:,7-"

Peptide

Transporte a través de la membrana plasmatica Pagina 17 de 35



Facultad de Odontologia Catedra de Biofisica
UNCuyo Apunte producido por Esp. Biog. Pedro Catania

A Na-Ca EXCHANGER D CI-HCO; EXCHANGER
(NCX) (e.g.. AE, DRA)

Extracellular Cytosol
space

e

caz+
B Na-H EXCHANGER E CKFORMATE
(NHE) EXCHANGER (CFEX)
@ @ Formate
i or
ey
Oxalate
C Na-DRIVEN CI-HCO;, F ORGANIC ANION
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Para-amino
hippurate
a-Keto-
glutarate

Intercambiador (antiport) de Na'H': Los intercambiadores de Na*H" (NHE), que pertenecen a la

familia SLCY, y presentan una estequiometria 1: 1 de intercambio de Na* extracelular contra H*
intracelular, a través de la membrana plasmatica; por lo tanto no es electrogénica. Uno o mas de
los nueve NHE conocidas estan presentes en la membrana plasmatica de casi todas las células en
el cuerpo. A través de la operacidn del antiport NHE, el gradiente electroquimico Na* dirigido hacia
dentro impulsa la extrusién contra se gradiente de H' de la célula y asi aumenta el pH intracelular.
El ubicuo NHE1, que esta presente en las células no epiteliales, asi como en la porcidn basolateral
de las membranas de los epitelios, juega un papel importante en la regulacion del pH. El antiport
NHE3 estd presente en las membranas apicales de varios epitelios, donde juega un papel
importante en la secrecién de acido o la absorcién de Na®.

Antiport Na'/CI'/HCO;: Un segundo antiport que involucra al Na' que es importante en la

regulacion del pH intracelular es el antiport NDCBE (Na+-driven CI-HCO3 exchanger), que es un
miembro de la familia SLC4. Este intercambiador mueve un Na® y el equivalente de dos iones
HCOs™ en una direccion, mientras promueve el movimiento de un ion CI en la direccidn opuesta.
NDCBE utiliza el gradiente electroquimico Na* dirigido hacia el interior para conducir la entrada
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cuesta arriba de HCO; en la célula, y no es electrogénico porque se mueve en la direccion opuesta
un Cl-. Debido al ingreso de HCO3, NDCBE ayuda a mantener un pH intracelular relativamente
alcalino.

Antiport CI'/HCO;: Un tercer grupo de intercambiadores que estan implicados en la regulacién
acido-base son los intercambiadores de CI'/HCO5’, que funcionan de forma independiente de Na®.
Estos pueden ser miembros de cualquiera de las familias SLC4 o SLC26.

Practicamente todas las células en el cuerpo expresan uno de los tres antiports electroneutros
SLC4 de CI'/HCOs’, también conocidos como intercambiadores de aniones AE1, AE2 y AE3 (AE viene
de anion exchangers).

El antiport AE1 es importante para el transporte de HCO3 en las células rojas, eritrocitos, de la
sangre que irriga el pulmon y en otras células de tejidos periféricos.

En otras células, donde el gradiente de CI" dirigido hacia dentro casi siempre conduce al HCOs’
fuera de la célula, los antiports AE2 y AE3 juegan un papel importante en la regulacién del pH
intracelular por lo que tiende a acidificar la célula.

Finalmente: ¢{Como se regula la concentracion de solutos intracelulares?

La siguiente figura ilustra las herramientas a disposicidon de una célula prototipica para el manejo
de su composicidn intracelular. Las células en diferentes tejidos, e incluso diferentes tipos de
células en un mismo tejido pueden tener diferentes complementos de canales y transportadores.

Las células epiteliales y las neuronas pueden segregar canales y transportadores especificos que se
suman a los preexistentes en la membrana, para diferentes partes de la célula.

Por ejemplo, puede observarse que la cara apical de la membrana puede tener distintos canales y
transportadores respecto de la cara basolateral de la membrana de una misma célula; o en una
neurona podemos encontrar distintos canales y transportadores en su axon, respecto de su soma
y respecto de sus dendritas. Por lo tanto, las diferentes células pueden tener composiciones
ionicas intracelulares algo diferentes.
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The Ca~H pump and the Na-Ca exchanger keep
intracellutar [Ca®')

In most cells, [CT] is modestly above equilibrium because The Na'~H" exchanger and Na'-driven
CI" uptake via the CI-HCO, exchanger and Na/K/Cl Impimllnhplhnd
cotransporter balances passive CI7 efflux through channels. [HCO3] above their «wlll:ﬂnmvallm.

Los gradientes mas sorprendentes e importantes a través de la
membrana celular son aquellos para Na*y K"

El sodio es el catiéon predominante en liquido extracelular, donde
estd presente a una concentracidon aproximada de 145 mM, o
145 mEq/I. El catidon Na® es relativamente excluido del espacio
intracelular, donde estd presente en sélo una fraccion de la

La bomba Na'K* mantiene
la concentracion
intracelular de Na* baja
dentro de la célulay la
concentracion de K* alta
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concentracion extracelular. Este gradiente de Na* se mantiene principalmente por extrusion activa
de Na" de la célula por la bomba Na'K". En contraste, el potasio estd presente a una concentracién
de sélo aproximadamente 4,5 mM, o 4,5 mEg/l, en el compartimiento extracelular, pero es el
catién predominante en el espacio intracelular, donde se acumula entre 25 a 30 veces por encima
de la concentracién fuera de la célula. Una vez mas, este gradiente es el resultado directo de Ia
captacién por transporte activo primario de K" en la célula por la bomba Na*K".

Cuando la bomba Na’K" se inhibe por ejemplo con el farmaco con ouabaina (un glucdsido
cardiaco), la concentracion intracelular de Na* se eleva y la de K* cae.

Ademas de generar gradientes de concentracion de Na*y K*, la bomba Na'K" desempefia un papel
importante en la generacion del potencial de membrana, manteniendo el interior negativo
respecto del exterior positivo, en un valor cercano a los 60 mV en una célula tipica (aunque ese
valor puede variar en en cada tipo celular). La bomba Na’K" a cabo esta tarea de dos maneras:

1- En primer lugar, debido a que la bomba Na’K" transporta tres iones Na* fuera de la célula
por cada dos iones K* que ingresa, la bomba es en si electrogénica. Sin embargo, la
corriente de la bomba en si no es la Unica causa del voltaje negativo en el interior celular.

2- En segundo lugar hay que considerar que el K que se acumula en el interior de la célula
por la accién de la bomba Na’K" crea un gradiente de concentracién que favorece la salida
de K" de la célula a través de canales de K, y la salida de K" fuera de la célula deja atrés
aniones con sus cargas negativas no compensadas, contribuyendo a mantener un
potencial negativo en el interior de las células. Este factor puede evidenciarse cuando
experimentalmente se bloquean los canales de K* con inhibidores especificos, y el voltaje
de la membrana se vuelve considerablemente menos negativo.

El voltaje de la membrana plasmatica, negativo en el interior, en concurrencia con el gran
gradiente de concentracion de Na* determina un importante gradiente electroquimico que tiende
a que el Na" ingrese a la célula pasivamente. La célula aprovecha la energia asociada a tan
importante gradiente para acoplar la entrada pasiva de Na* para tres propdsitos principales:

1- Desarrollar potenciales de accién para transmitir informacion;

2- Permitir el transporte transepitelial de Na* en epitelios polarizados de tal modo que en
sus membranas basales tienen bombas de Na*K* y sus membranas apicales tienen canales
de Na%;

3- La utilizacién (en casi todas las células del cuerpo) del gradiente electroquimico de Na* a
través de la membrana plasmatica para impulsar el transporte activo secundario de
nutrientes e iones con transportadores del tipo simport y del tipo antiport.
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¢Cémo se regula la concentracién de Ca™*?

Considerando que la concentracién de Ca™ en el espacio

++
extracelular es aproximadamente de 1.10°M, que en el La bomba de Ca™"y el

. + ++ .
compartimiento intracelular es de aproximadamente 1.107 M, antiport Na'Ca™” mantienen

i . . ‘. la concentracién intracelular
verificamos que existe un gradiente de concentracion del

orden de 10° veces de Ca** cuatro 6rdenes de

magnitud mas baja que su
Debido a que el voltaje de la membrana plasmatica mantiene | concentracion extracelular.

el interior negativo y a que existe este gran gradiente quimico

para el Ca™, el gradiente electroquimico dirigido hacia el interior de la célula a través de la
membrana plasmatica es enorme, mucho mds grande que la de cualquier otro ion.

Muchas células tienen una variedad de canales de Ca™ a través del cual el Ca™ puede entrar en la
célula. En general, los canales de Ca™ se mantienen cerrados y se abren por cambios de voltaje
(canales voltaje dependientes) o por agentes humorales (canales activados por ligandos), de tal
modo que la rédpida entrada de Ca™ en la célula se produce sélo en rafagas cortas.

Sin embargo, dada la existencia de vias de ingreso pasivas de Ca* en las células, podemos
preguntarnos cudles son los mecanismos de transporte que mantienen la concentracidon
intracelular de Ca™ baja y, por lo tanto, mantienen un enorme gradiente electroquimico para este
cation.

Como respuesta reconocemos estos factores:

1- Bombas de Ca™ ATPasa en las membranas de organelas como el reticulo sarcoplasmico y
reticulo endopldsmico. Estas bombas secuestran activamente el Ca™ del citosol en
compartimientos intracelulares y luego el Ca* pueden ser liberado al citoplasma en
rafagas como parte de un proceso de transduccion de sefial en respuesta a la
despolarizacion de membrana o agentes humorales. Este mecanismo, por supuesto,
muestra un limite en cuanto a la cantidad de Ca™ que se puede almacenar en la célula.

2- Bombas (EPCP) de las membranas plasmaticas: En la mayoria de las células juega un
papel importante en la extrusiéon de Ca™ de la célula. Pareceria que el aumento de los
niveles de Ca*" intracelular estimularian la bomba de Ca*" a sacar hacia el exterior Ca**y de
esta manera vuelven los niveles de Ca™ intracelular a la normalidad. Aunque se ha
comprobado que en realidad el propio Ca** se muestra incapaz de ejercer este tipo de
control de retroalimentacién, porque tiene una la bomba muestra un alto Km para Ca™
intracelular. Sin embargo, cuando la concentracién intracelular de Ca*™ se eleva, el Ca™ se
une a una proteina conocida como calmodulina que tiene una alta afinidad por Ca™". El
complejo recién formado Ca*"Calmodulina se une a la bomba de Ca* con un reducido
valor de Km y se activa la bomba a concentraciones fisioldgicas de Ca™, y por lo tanto se
activa la extrusion de este ion. Cuando cae la concentracién de Ca™* intracelular, disminuye
también el nivel del complejo calcio-calmodulina y la bomba se inactiva nuevamente.
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3- Antiport Na’Ca* (NCX, o NaCa Exchanger) en la membrana plasmatica: Este mecanismo
de transporte desempefia un papel clave en la extrusion de Ca™ sélo cuando la
concentracién intracelular de Ca™ se eleva sustancialmente por encima de los niveles
normales. Por lo tanto, NCX es especialmente importante en el restablecimiento de los
niveles de Ca™ intracelular cuando se producen grandes flujos de Ca™, por ejemplo
durante potenciales de accidon en células excitables como las del musculo cardiaco.

¢Como se regula la concentracién de CI?

La concentracion de CI" en todas las células esta por
debajo de la concentracién de ClI' en el espacio
extracelular. Practicamente todas las células tienen

En la mayoria de las células, la
concentracion de Cl se encuentra
ligeramente por encima del
equilibrio debido a la absorcién de
ClI por el intercambiador antiport
de CI'HCO; y del balance que
resulta de la accion de los
cotransportes simport de Na'Cl" y
de K'CI, y del flujo de salida pasiva
de CI a través de canales.

canales a través del cual puede penetrar CI
pasivamente. En una célula tipica con un voltaje de la
membrana de 60 mV en el interior negativo, la
concentracidn de ClI intracelular deberia ser una décima
parte de la concentracidn extracelular si este anién se
distribuyera de forma pasiva a través de la membrana
plasmatica. Tal es el caso para el musculo esquelético.

Sin embargo, para la mayoria de tipos de células, la

concentracién de Cl intracelular es aproximadamente dos veces mds alta que la esperable para la
distribucién pasiva, lo que indica la presencia de vias de transporte que median la captacidn activa
de CI" en la célula.

Probablemente, la via mds comun para la absorcion de Cl” es el intercambiador de CI'HCO;".

Debido a que la concentraciéon de HCOs  intracelular es varias veces mayor que si se distribuyera
de forma pasiva a través de la membrana celular, la diferencia de energia potencial electroquimica
dirigida hacia el exterior de HCO; puede actuar como una fuerza impulsora para la entrada de CI’
en contra de su gradiente.

Otra via que puede mediar el transporte ClI" en contra de su gradiente en la célula es el simport
con Na’, que es estimulado por la baja concentracion de CI intracelular. Ahora bien, dada la
presencia de estas vias de transporte que median la absorcidn de CI', ¢por qué esta es solo 2 veces
superior a la prevista para la distribucion pasiva, y no mucho mds?

La respuesta es que existe un flujo de salida de CI’, pasivamente, a través de los canales especificos
para Cl en la membrana plasmatica; flujo que se opone a los mecanismos de captacion de CI.

Otro factor que tiende a mantener bajos Cl” en algunas células es el simport K'ClI"impulsado por la
salida de K" a favor de su gradiente, que tiende a mover K" y CI” fuera de las células. Por lo tanto, el
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K" es responsable del flujo de salida de CI" tanto mediante la generacién de un potencial de
membrana negativo en el interior de la célula a través de canales, como por el simport.

¢Como se regula la concentracion de protones (y por lo tanto el pH) intracelular?

El protdn o catién H', el anién HCO; y el CO,, dentro de

. . . 4+t
un compartimiento particular, estan generalmente en El intercambiador antiport Na'H'y el

transportador simport Na'HCO;’
colaboran en el mantenimiento del

equilibrio entre si.

El pH extracelular es normalmente cercano a 7,4, la pH intracelular y de la concentracién
concentracién extracelular de HCOs™ es de 24 mM, y la de HCO; por encima de sus valores
presion parcial de CO, (PCO,) es aproximadamente de 40 de equilibrio.

mmHg.

En una célula tipica, pH intracelular es normalmente cercano a 7,2. Debido a que la PCO, suele ser
la misma a ambos lados de la membrana celular, la concentraciéon intracelular de HCO;™ puede
calcularse en aproximadamente 15 mM.

A pesar de que el liquido intracelular es ligeramente mas acido que el extracelular, el pH
intracelular es en realidad mucho mas alcalino de lo que seria si H' y HCO; se distribuyeron de
forma pasiva a través de la membrana celular. El H* puede entrar en la célula de forma pasiva y el
HCO;s™ puede salir de la célula de forma pasiva, aunque ambos procesos se producen a una
velocidad bastante baja. Debido a que para el voltaje de la membrana de unos -60 mV se
corresponde (por la ecuacién de Nernst®) con un gradiente de concentracidn de 10 veces para un
ion monovalente, uno esperaria que la concentracion del catién H* fuese 10 veces mayor dentro
de la célula que en el compartimiento extracelular. Del mismo modo, cabria esperar que la
concentracién de HCOs fuese sélo una décima parte de la concentracién extracelular. Pero la
observacién de que el pH intracelular y la concentracién de HCOs™ intracelular se mantienen en
valores mayores de lo previsto para una distribucion pasiva a través de la membrana plasmatica,
nos indica que en las células debe existir algin mecanismo que logre extraer activamente el cation
H* o ingresar activamente el anién HCO;".

El transporte de acido (cationes H*) fuera de la célula o de la base (HCO3') en la célula se denomina
colectivamente extrusion de dcido. En la mayoria de las células, las extrusoras de dcido son
transportadores activos secundarios que toman energia del gradiente electroquimico del cation
Na*.

Las extrusoras de dcidos mas importantes son el intercambiador antiport Na*H" y el transportador
de Na*/CI'/HCO3, asi como el simport Na*HCO;". Estos sistemas de transporte son generalmente

4 . . . g7 . oL e

Como se desarrollard mas adelante en este curso de Biofisica, el potencial de equilibrio de Nernst,
relaciona la diferencia de potencial a ambos lados de una membrana bioldgica en el equilibrio con las
concentraciones de los iones del medio externo e interno.
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sensibles a los cambios en pH intracelular; son estimulados cuando la célula se acidifica y se
inhiben cuando se alcaliniza la célula. Por lo tanto, estos transportadores mantienen pH
intracelular en un rango que es éptimo para el funcionamiento celular.

¢Como se regula el transporte de agua y el volumen celular?

El transporte de agua a través de membranas bioldgicas es siempre
. . El transporte de agua
pasivo. No se han descripto nunca bombas de agua. .
es impulsado por las

En cierta medida, muy modesta, las moléculas de agua en forma | diferencias de presién

individual pueden disolverse en la bicapa lipidica y por lo tanto osmdtica e
moverse a través de las membranas celulares por difusién simple a hidrostaticas a través
una velocidad muy baja. Por lo tanto, no es sorprendente que las de membranas

membranas plasmdaticas de muchos tipos de células se encuentren
canales para el agua, Ilamados acuaporinas, que sirven como conductos pasivos para el
transporte de agua a velocidades apreciables. La presencia de las acuaporinas aumenta en gran
medida la permeabilidad al agua de la membrana. En algunas células, tales como eritrocitos o el
tubulo proximal renal, AQP1 siempre estd presente en la membrana. En las células de los
conductos colectores del rifién se regula la permeabilidad de sus membranas apicales al H,0
mediante la insercidon de los canales de agua AQP2 dependiendo del control hormonal de la
vasopresina.

El transporte de agua a través de una membrana es siempre una funcién lineal no saturable de su
fuerza motriz neta. La direccion de transporte pasivo neto de un soluto no cargado es siempre
“hacia abajo” o a favor del gradiente en virtud de su diferencia de energia potencial quimico. Para
el agua, debemos tener en cuenta dos fuerzas impulsoras pasivas.

1- La primera es la diferencia de potencial quimico, que depende de la diferencia en la
concentracién de agua en los dos lados de la membrana.

2- Lasegunda es la diferencia de energia que resulta de la diferencia de presién hidrostatica
a través de la membrana. Por lo tanto, la diferencia de energia neta a través de la
membrana es la suma de las diferencias de potencial de energia quimica y de presion
hidrostatica:

ﬂ”HJH'h'I"'l . ‘&‘!"I'HJ“ + ”j‘HHjﬂ.hrr-ﬁmt
[H:0) | =
‘ﬁ-l'-'LH_'gD,[ﬁ[:II =RTIn + Vi (Pi—PB,)
Fp——TT 2% o —_— ———
Total encrgy difference Pressure part

Chemical part
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En donde P es la presion hidrostatica y V,, es el volumen molar parcial del agua (es decir, el
volumen ocupado por 1 mol de agua).

Debido a que el producto de la presion y el volumen es trabajo, el segundo término de la ecuacion
es trabajo por cada mol.

Tratar con concentraciones de agua es engorroso e impreciso debido a que la concentracién de
agua es muy alta (aproximadamente 56M) y no cambia sustancialmente en las soluciones diluidas
qgue son las que nos interesan; por lo tanto, es mds prdctico para trabajar con la inversa de la
concentracion de agua es decir, la concentracion de solutos osméticamente activos, o la
osmolalidad.

Las unidades de la osmolalidad son osmoles por kilogramo de agua, u OSM. En soluciones diluidas,
el gradiente de H20 a través de la membrana de la célula es aproximadamente proporcional a la
diferencia de osmolalidades través de la membrana:

H,Of -
]ng Vw (Osm, —Osm; )
[H,0] |

1l

La osmolalidad es la concentracién total de todos los solutos osméticamente activos en el
compartimiento indicado. Sustituyendo las ecuaciones se genera una expresiéon mas util para la
diferencia de energia total a través de la membrana:

AUL0 total = LTW [RT{Osm, —Osm; }+ (A —-F,)]

". .
Emergy Volume Fressure

l:l‘l‘l‘llf.' rII{Jlt'

En esta ecuacion, los términos dentro de los corchetes tienen las unidades de presion
(fuerza/érea) y por lo tanto describen la fuerza motriz para el movimiento de agua desde el
interior hacia el exterior de la célula. Esta fuerza de conduccion determina el flujo de agua a
través de la membrana:

Jv = Lp[RT(Osm, —Osm; )+ (R - P,) ]

Transporte a través de la membrana plasmatica Pagina 26 de 35



Facultad de Odontologia Catedra de Biofisica
UNCuyo Apunte producido por Esp. Biog. Pedro Catania

Jy es positivo cuando el agua fluye fuera de la célula y tiene las unidades de litros.cm™.s™ .

La constante de proporcionalidad Lp es la conductividad hidraulica. El agua esta en equilibrio a
través de la membrana cuando la fuerza motriz neta para el transporte de agua es nula, es decir
cuando ApH,0 vale cero, y en ese caso podemos igualar:

RT(Osm; —Osm, )=(B—-E,)

{Hi_:'lrm:] = (B—PF,)
V— — | S —
Osmotic Hydrostatic pressure
pressure difference difference
AR AP

El término de la izquierda se refiere como la diferencia de presidon osmética (Am). Por lo tanto, en
el equilibrio, la diferencia de presion osmética es igual a la diferencia de presion hidrostatica
(AP).

Una diferencia de presidn osmética de 1 mosm/kg H,0 (o 1 mOsm) es equivalente a una diferencia
de presién hidrostatica de 19,3 mmHg a la temperatura corporal normal.

Las membranas plasmaticas de las células animales no son tan rigidas (a diferencia de las paredes
de las células vegetales) y no pueden tolerar ninguna diferencia significativa de la presion
hidrostatica sin deformarse. Por lo tanto, la diferencia de presion hidrostatica a través de una
membrana celular es practicamente siempre cerca de cero y por lo tanto no es una fuerza
impulsora significativa para el transporte de agua.

El movimiento del agua dentro y fuera de las células es impulsado por sélo gradientes
osmaticos, es decir, por las diferencias en la osmolalidad través de la membrana. Por ejemplo, si la
osmolalidad es mayor fuera de la célula que en el interior, el agua fluird fuera de la célula y la
célula se encogera. Tal movimiento del agua impulsada por gradientes osmoéticos se llama
ésmosis.

El agua esta en equilibrio a través de las membranas celulares sélo cuando la osmolalidad dentro y
fuera de la célula es el mismo.

Diferencias de presion hidrostdtica son una importante fuerza motriz para la conduccion de fluidos
a cabo a través de las paredes de los capilares. Solutos pequefios penetran libremente a través de
la mayoria de los capilares. Por lo tanto, cualquier diferencia en la presién osmédtica como
resultado de estos pequenos solutos no ejerce una fuerza motriz para el flujo de agua a través de
ese capilar. La situaciéon es muy diferente para las proteinas del plasma, que son demasiado
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grandes para penetrar en la pared capilar libremente. Como resultado, la presencia de una mayor
concentracién de proteinas del plasma en el compartimiento intravascular que en el liquido
intersticial establece una diferencia de presién osmética que tiende a tirar de fluido de nuevo en el
capilar. Esta diferencia se denomina presidén osmética coloidal o presion oncética.

Volveremos sobre esto cuando tratemos el tema Equilibrio de Donnan®.

é¢Hay otras formas de intercambio de sustancias entre la célula y el exterior?

Si, quedan pendiente de analisis los procesos de endocitosis y exocitosis, pero se estudiaran en
otras asignaturas.

EJERCICIO MODELO

Ejercicio: Las estimaciones actuales indican que en su funcionamiento la bomba de Na+K+ ATPasa
bombea al interior de la célula aproximadamente dos iones K+ y al exterior tres iones Na+ por cada
molécula de ATP hidrolizado. ¢ Es razonable este cdlculo desde el punto de vista termodindmico?

Resolucién: Para responder a esta cuestidon corresponde calcular, por un lado, la energia libre
necesaria para tomar 3 moles de Na* desde el compartimiento en que estd con una concentracién
10mM vy llevarlos al compartimiento en donde esta con una concentracidon de 140 mM (es decir,
en contra de su gradiente quimico); y por otro lado la energia libre necesaria para tomar 2 moles
de K' desde el compartimiento en que estd a una concentracion de 5mM vy llevarlos al
compartimiento en que estd a una concentracion de 100mM, a 37°C. Debemos tener en cuenta el
potencial de membrana que es de aproximadamente de 0.07 voltios (70 mV). Sabemos que el
interior de la membrana es mds negativo que el exterior, por lo que este potencial se opone al
flujo de cargas positivas hacia el exterior de la célula.

Entonces, por cada mol de Na*, tenemos

AG = n.R.T Ln (concentracidn destino/concentracién origen) - z.F.AVoltaje

Para el Na*

AG = [3 moles x 8.31 J/k.mol x 310K x In (140/10)] - [1 x 96500 J/volt.mol x 0.07 volt]

AG =20395,42 - 6755 = 13640,42 ) = 13,64 k)

5 . . Al . el s

Como se estudiard oportunamente, el equilibrio de Gibbs - Donnan es el equilibrio que se produce entre
los iones que pueden atravesar la membrana y los que no son capaces de hacerlo. Las composiciones en el
equilibrio se ven determinadas tanto por las concentraciones de los iones como por sus cargas.
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Para K*

AG =[2 moles x 8.31 J/k.mol x 310K x In (100/5)] - [1 x 965000 J/volt.mol x (-0.07 volt)]
AG =15434,61 + 6755 =22189,61 ) =22,19 kJ

AG movimiento de ambos cationes = 13640,42 +22189,61 = 35830,03 ) = 35,83 kJ

En las condiciones intracelulares el AG de la hidrdlisis de 1 mol de ATP es de -51,8 kJ, de manera
gue el balance total es

AGiora = 13,64k) + 22,18 k) - 51,8 kl =- 15,98 kJ

De manera que la hidrdlisis de ATP basta para mantener estos gradientes de concentracion en la
estequiometria de transporte observada, lo que significa que la bomba es muy eficaz.

A pesar del transporte en contra de gradientes fuertes, la bomba Na*K* ATPasa no transgrede los
principios de la termodindmica.

La Unica exigencia es que la hidrdlisis del ATP y el transporte estén acoplados.
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Anexo de lectura opcional

CINETICA DE MICHAELIS — MENTEN

Las reacciones enzimaticas se caracterizan porque aunque se aumente la concentracién
de sustrato la velocidad no aumenta linealmente, aparece un efecto de saturacion. La
saturacion se debe a que todos los centros activos estan ocupados. La velocidad depende
de la cantidad de enzima con sustrato suficiente. Consideraremos sélo la velocidad inicial
de las reacciones para cada concentracion de sustrato cuando se construya una grafica,
evitando el error introducido por el deterioro del enzima. Como en el primer momento
no hay producto no consideraremos la reaccién contraria.

_dlA_dld

Af Af
[ Fl = cte

5]

La velocidad depende de una constante de velocidad Ky de su inversa:

K1 K3

E+S<>ESSE+P

KiK.,

El paso limitante en la velocidad es K, por lo tanto la expresién de la velocidad sera:
v =K5.[S]

Donde K, también recibe el hombre de Kcat. La concentracion de enzima sera mucho
menor que la de sustrato porque no se consume.

Los enzimas que siguen esta cinética se dice que siguen la cinética de Michaelis - Menten.
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Al aumentar la concentracién de enzima la grafica es igual pero por arriba.

ECUACION DE VELOCIDAD DE MICHAELIS - MENTEN

La concentracidn de sustrato libre sera practicamente la concentracion inicial porque la
cantidad de enzima es muy pequefa. Haremos las siguientes consideraciones:

- So = [S] + [SE] donde [SE] puede despreciarse.

- Er = [E] + [ES]

- [E] # Er

- la velocidad de transformacidn de sustrato en producto esta limitada por K,

Vo = K cat™[ES]

- Hipdtesis del estado estacionario: como la concentracién de enzima es muy pequefia y

la concentracion de sustrato muy grande en el primer momento se llega a una
concentracion de complejo enzima - sustrato que es constante para toda la reaccion.

= [ES] = cte
ds]__ 4]
cil et
M = i@ \,4/{ !
cid

- El enzima siempre tiene moléculas de sustrato en su centro activo de manera que la
concentracién de enzima - sustrato sera practicamente constante por lo que:

velocidad de formacion = velocidad de descomposicion
Kl[E][ES] = K.]_[ES] + K CAT-[ES]

[ES.(K + K car)]

6 (2] [)_[8 51/
K +E e i AN
_ 7

A la relacion entre constantes se le denomina constante de Michaelis - Menten:
Km = (K—l +K cat)/Kl

[ 25) -
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En lugar de ponerlo en funcidon de enzima libre lo ponemos en funcién de complejo
enzima - sustrato:

(2] [ 25 -[£5] [5]]
L,

[B]=[2:]-[E8]=[&5]= ([Er]‘fﬂ]]'[ﬂ] _

Km.[ES] = [E] - [S] - [ES].[S] = [ES](Kwm + [S]) = [E] + [S]
Vo = K cat.[ES] = K cat.[ET].[S]/(Km + [S]) = considerando que [ES] = [Ey] ® Kt = [ET] = V

Esto es valido para cuando todo el enzima esté formando complejo enzima - sustrato vy si
el enzima sigue la cinética de Michaelis - Menten.

Vo = V.[S]/(Km + [S])

- Si la concentracién de sustrato es muy pequefia podemos despreciarla en el
denominador.

Vo = V. [S]/Km

La velocidad crece proporcionalmente a la concentracion de sustrato, es de orden 1
respecto a el sustrato.

- Si la concentracion de sustrato es grande, K, es despreciable:
V= Vo

La velocidad es independiente respecto a la concentracidn de sustrato. Es lo que ocurre
en el tramo final de la grafica que tiende asintdticamente a V. Es la ecuaciéon de una
hipérbola.

El enzima presenta saturacidon de velocidad respecto a la concentracién de sustrato. El
enzima no seguira la cinética de Michaelis - Menten si tiene cooperatividad en la unién
del sustrato por lo que la curva serd sigmoidea. La V sera igual y la saturacién dependera
e la concentracién de enzima. La saturacién se alcanza para determinada concentracion
de enzima, si la concentracion de enzima es el doble la velocidad serd el doble. La
velocidad y u son dos formas de expresar la actividad de una proteina.

SIGNIFICADO DE LOS PARAMETROS
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Km: Relacién entre las constantes cinéticas. Caracteriza la interaccién del enzima con su
sustrato, aunque no depende de sus concentraciones. El valor fisiolégico de K., va desde
10 hasta 107 M. Tiene unidades de concentracién. Se puede calcular graficamente su
valor:

Vo =V/2 = V.[S]/(Km + [S]) = Km = [S]

Vo [TTT TS TN

172 [}

Km tiene el mismo valor que la concentracion de sustrato.
Se suele relacionar con otras constantes:
- Si Kcat €s mucho mas pequefia que K.1, Keat s despreciable en el numerador:

Km = K-l/Kl = 1/K afinidad

Por lo tanto K, es una medida inversa de la afinidad del enzima por el sustrato. Al
aumentar K, K afinidagbaja.

K cat: constante catalitica. Es la capacidad del enzima para llevar a cabo la transformacion.
Recibe también el nhombre de nimero de recambios, cantidad maxima de moléculas
transformadas por unidad de tiempo (sustrato, producto) por molécula de enzima o por
numero de sitios activos. Siempre en condiciones de saturacion de manera que la
cantidad de sustrato no sea limitante. Se mide en s™. El numero de recambios se calcula
facilmente:

Kcat= V/[ET]

Kcar/ Ku: establecer eficacia catalitica del enzima. En las células para enzimas de
Michaelis - Menten la concentracidn de sustrato es mucho mas pequeia que K., como
mucho son iguales. Si la concentracidn de sustrato es mucho menor la velocidad cambia
mucho para intervalos de concentraciéon de sustrato pequenos. Podemos despreciar en el
denominador:
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Vo = V.[S1/K = (K cat /K m).[E].[S]

donde K cat/ Ky es la constante de un proceso que depende de las concentraciones de
enzima y sustrato (es como si fuera su constante de velocidad). Tiene un limite superior
en K;. Ello significa que la reaccion mas rapida depende de K; y ésta de la unidn de enzima
y sustrato. Los enzimas con cinética mas rapida son los de difusidn de enzima - sustrato
mas alta, que es la rapidez con la que el sustrato llega al sitio activo. Cada vez que un
sustrato llega a un sitio se transforma, por lo que la velocidad depende de lo rapido que
llega el sustrato al sitio.

fiw K.::.:I.I — Kl ) j“J:"-c.'ﬂ:r —
K —0 K, +E, K e 1
j:"-1 Kﬂﬂ!‘ o

Por ello K cat = . Para el enzima mas rapido la velocidad depende sdlo de K;. Los enzimas
con *®/ym = Ky son los mas rapidos posible y se dice que han alcanzado la perfeccién
cinética.

Keat s m €s el criterio de especificidad (grado de discriminacién) que no depende de K, sino
de ““/xm que permite distinguir entre dos sustratos con los que puede actuar.

E+AJEA PV,
E+BJEBdp Vs

Si el enzima es mas especifico por A entonces Va >V, VAL > 1 prefiere A.. Si se ponen en
concentraciones iguales siendo la concentracion de enzima constante:

Va =K cat A/K m A[E][A]
Vi =K cat B/K m B[E][B]
VA/VB = (K cat A/K m A)/(K cat B/K m B)

Calculo grafico.
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Wm
S [ ] constante

12 1.

Ko [=]

Transformamos la ecuacién en la de los dobles inversos con lo que sale la ecuacion de
una recta, calculando sdlo algunos puntos se puede obtener:

1/vo = (K'm + [SD/(V.[S]) = (K m/V).(1/[S]) + (1/V)

1 'y

ordenada en el arigen

’

pendiente
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