[La membrana celular (membrana plasmatica)

La membrana celular funciona como una barrera semipermeable.
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Los fosfolipidos tienen una cabeza
hidrofilica y dos colas hidrofobicas y
por eso forman una bicapa.
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La bicapa lipidica le da a la membrana caracteristicas de fluido. A
temperaturas bajas, la bicapa esta en un estado tipo “gel” con los lipidos
muy empaquetados. A temperaturas mas altas la bicapa es mas fluida,
lo que permite que las moléculas se desplacen (difundan) y roten.

gel phase--low temperatures

hydrocarbons are tightly packed
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at higher temperatures--moves to fluid phase

bilayer "melts", movementis allowed

Figura de Wolfe S.L., Molecular and Cellular Biology, Wadsworth Publishing Company,
1993.



[Las membranas aislan distintas regiones.

microtubules chromatin

nuclear envelope
nuclear pore

nucleolus

mitochondrion nucleus

centriole .
Golgi complex

. lysosome
vesicle

cytosol NG =7 o)) 31

plasma membrane

rough smooth
endoplasmic endoplasmic
reticulum ribosomes reticulum

Animal cell
From http://www.biosci.uga.edu/almanac/bio 103/notes/may 15.html.
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Un poco de historia

En 1930's-40's, Danielli y Dawson estudiaron las bicapas lipidicas sobre una superficie
acuosa. Encontraron que se organizaban espontaneamente formando “gotas” con las
cabezas polares apuntando hacia fuera. La tension superficial de las gotas era mayor
que la de las células, pero la misma disminuia si se agregaban proteinas. En ese caso
las membranas se “achataban”.



Interior de la membrana que muestra todas sus “irregularidades”, las
gue corresponden a proteinas que se encuentran insertas en ella.
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La membrana es asimétrica. Esta compuesta por distintos tipos
de lipidos. Algunos estan siempre de uno de los lados.
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Todas las membranas contienen proteinas y lipidos en
proporciones que dependen de la membrana de que se trate:

La mielina, que aisla fibras nerviosas, contiene 18% de proteina y
/6% de lipidos.

La membrana interna de las mitocondrias contiene 76% de
proteina y 24% de lipidos.

La membrana plasmatica de los glébulos rojos de los humanos
contienen 44.5% de proteinas y 43.5% de lipidos.

f{, An electron micrograph of

2 7S myelin



[La membrana es una barrera para el paso de 1ones o moléculas

polares.
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(outside of cell)

membrane protein

cholesterol
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Mewmbrane Proteins: The Two Known Structural Classes
s

El transporte de iones inorganicos
y de moléculas pequenas solubles
en agua se lleva a cabo a traves de
proteinas especializadas. —

ahelical bundle F-harrel
bacteriorhodopsin porin




Este transporte es llevado a cabo por proteinas
transmembranales.

. . by ¢ ETE T T & X
y . A e % /25N 5 9
@ : NN N
N AR S s
N -

E-Face v el : :
, . & ..‘.':.".“‘ 1".' .-" , “:'_:.‘ " Q 2y
p.Face N~ 3 & @ ol Plane of
~ - - g fracture
00K H” ; .
Transmefmbrane Freeze-Fracture

Protein

Las proteinas transmembranales atraviesan la membrana de un
lado a otro.

Las proteinas de membrana pueden rotar o difundir
lateralmente (muy muy lentamente) en la membrana.

Las c¢lulas pueden confinar algunas proteinas de membrana a
regiones especificas.




Ya vimos que una técnica muy utilizada para estudiar
transporte de proteinas en membranas es:

Fluorescence Recovery after Photobleaching (FRAP)

The 3 stages of FRAP
Laser beam Bleaching of probe by Recovery of fluorescence
spot position intense laser illumination by lateral diffusion
®

Bleach Spot
Ceo

Changes in fluorescence intensity in the bleached spot before and after FRAP

A Bleaching
Recovery % determined by
= immobile probe population
s /_ that surrounds and includes
483 the bleached spot area
°
g < Lateral membrane diffusion velocity of
g g probes that surrounds and includes the
3% bleached spot area
e -

Time

A NIE-115 cell, labelled with fluorescent PIP2. After bleaching (b) fluorescence recovers

within a second in the bleach sport (f)
De: http://research.nki.nl/jalinklab/Homepage%20Phys&ImgGrp%20FRAP-FLIP.htm




La técnica puede usarse para estudiar otros tipos de transporte también

. 216 sec 396 sec

e, VSVG-GFP-expressing COS cells were incubated for 12 h at 40°C, shfted to 15°C
for 3h and then warmed to 32°C. Fluorescence associated with the Golgi complex was
photobleached with high-intensity laser light and subsequent inward delivery of VSVG-

GFP from pre-Golgi intermediates followed over the time periods indicated. Scale bar,
9.6 m. De Presley et al, Nature 389 81-85 (1997)



De Presley et al,
Nature 389
81-85 (1997)
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Las proteinas transmembranales tienen regiones hidrofobicas y

otras hidrofilicas.
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No todas las proteinas membranales atraviesan las membranas

de lado a lado. Son proteinas periféricas.



-
La existencia de membranas permite:

La segregacion de sustancias

[.a existencia de altas concentraciones de ciertas sustancias en
regiones especificas

La existencia de gradientes de concentraciones que pueden ser
usados como fuente de energia.
-
S1 bien las células son globalmente neutras, puede haber un
pequeiio desbalance de carga sobre las superficies de la
membrana. En este caso hay un campo electrico dentro de la

membrana.
e

El aislamiento tiene sus aspectos positivos, pero la célula
necesita pasar sustancias (hidrofilicas) a través de la
membrana. Esta tarea es usualmente llevada a cabo por las

proteinas transmembranales.
 —



R Las proteinas

Wi )
g s X / o transmembranales encargadas
L4y S 2. °  deltransporte de sustancias son
Glucose ey o O " especificas y selectivas para las
g & o moléculas que mueven. A veces

usan energia para catalizar el

® oy, paso. En otros casos
: transportan sustancias contra
Tl sus gradientes de
8 E concentracion, lo que requiere
energia adicional.
!
UJ La capacidad de mantener gradientes de

O concentracion y, a veces, mover materiales
contra ellos es vital para la salud y el
mantenimiento de las células.

Gracias a las barreras de membrana y las proteinas de transporte, la
célula puede acumular nutrientes en concentraciones superiores a las
gue existen en el medio ambiente y, a la inversa, deshacerse de los
productos de desecho.



El transporte puede ser pasivo o activo.

Transported . Uniport
molecules : _
. _ Carrier

fChanQef mOlecuIev‘
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S‘im"ble diffusion Facilitated diffusion

Passive transport

Canales se cierran y se abren

Las proteinas de acarreo tienen partes moviles para llevar
“cosas” un lado a otro (su comportamiento se parece al de las
reacciones enzimaticas. Pueden ser inhibidas).

Difusion facilitada: la sustancia se asocia a otra para poder

pasar.



Trans- Symport Antiport
ported — @ @

Carrier f
ion

molecule

Energy Coupled transport

Active transport

Necesita acoplar el transporte a la hidrolisis de ATP. Algunos
autores llaman transporte activo al de la derecha, donde se
“usa’el gradiente electroquimico de una sustancia para
transportar otra contra su gradiente.



Las membranas no son impermeables a todas las sustancias. Ej:
O, y CO, (no polares, se disuelven en los lipidos). Agua y urea

(polares pero “chicas”).

Cells placed in
concentrated salt
H20. _solution

Cells placed in / s
distilled water  *H:°
¥

4‘)
I

Cells swel Cells shrink
and burst and shrivel

Osmosis
Es necesario mantener las concentraciones adecuadas
de solutos para evitar que el volumen de la celula varie
dramaticamente.

Permeabilidad de la membrana al agua ~ 10-2 cm/s (D/1)
Impermeables a los 10nes



Supongamos una
membrana semipermeable
gue deja pasar las
moléculas de agua pero
0+ no las de soluto disueltas
R en ella (figura libro P.
Nelson).

solution ¢y

A £ £

\\ membrane

water
Aparece entonces una presion osmaotica que hace que pase agua
hacia el lado de la solucion para compensarla.

La presion osmotica esta dada por:

Pequil = ckpT'. van 't Hoff relation

Con c el numero de moléculas de soluto por unidad de volumen



@ Fig. Libro P. Nelson
semipermeable mebrane

load

motion of
pistons

sugar

h N

Un cilindro lleno de agua esta separado en dos camaras por una
membrana semipermeable fija al cilindro. Dos pistones se deslizan
libremente, lo que permite variar los volumenes de las camaras a
medida que las moléculas de agua (circulos negros) cruzan la
membrana. Los pistones deben deslizarse juntos porque el agua es
incompresible. Las moléculas de azucar (circulos abiertos) permanecen
confinadas en la camara de la derecha. (a) Si el peso no es grande, al
soltar los pistones el agua cruza la membrana, forzando ambos pistones
hacia la derecha y levantando el peso. Las moléculas de azucar luego
se esparcen en el mayor volumen de agua a la derecha.



Lo podemos pensar mecanicamente como consecuencia de la mayor
cantidad de momento lineal que intercambia el sistema con el piston de
la derecha en comparacion con el de la izquierda sumado a la
Incompresibilidad del agua.

Se puede pensar termodinamicamente: este movimiento permite
aumentar el desorden (al aumentar el volumen donde se pueden mover
las moléculas de soluto), es decir, aumenta la entropia. Entonces la
energia libre (U-TS) puede disminuir aun cuando aumente la energia
potencial de la masa (algo que sucede cuando ésta sube). Para que el
aumento de entropia compense el de la energia potencial de la masa
esta ultima no debe ser muy grande.

La presion osmotica es tal que Posm V = N k T, como en un gas ideal,
para soluciones diluidas porque las moléculas de soluto no interactuan
entre si (como las moléculas de un gas ideal).

2 a b c
A

Volviendo al experimento tipico como el de la

figura, el agua pasa a través de la membrana

hacia la zona donde estan los solutos

/4% 5 ¢ | aumentando Phiaro de ese lado (+) de modo que
Phidro(+) - Posm = Phidro(-).

5 i




;. Cuan importante es en las células?

Supongamos una célula que tiene un 30% de su volumen ocupado
por proteinas y que son todas globulares (esferas de radio ~10nm).
Esto significa que el numero de esas proteinas en el volumen, V, de

la célula es: 0.3V/(4 1 103nm3/3) por lo que su concentracion en
numero de moléculas por unidad de volumen es: 7 10-5/nm3 =
(7 10-° /nm3) mol/(6 1023) * 1024 nm3/l = 1.2 104 M = 0.12 mM.

Suponiendo que la célula esta inmersa en agua pura, la presion
osmotica en este caso es: 7 10-°5/nm3k T =7 10-5/nm3k T
=7 10-°1.38 10-23 * 298 Joule 1027/m3 ~288 Newton/m2~300 Pa

La presion osmotica es el término de “desbalance” de presion a un
lado y otro de la membrana.

¢,Quién lo balancea? La tension superficial

Sin embargo, no siempre alcanza y ahi la célula explota o se super
achica. ;Qué pasa en el ejemplo?

Supongamos que la célula tiene 10um de radio y calculemos
cuanto deberia valer la tension superficial para compensar esto.



El trabajo que hay que hacer para aumentar un area depende de la
tension superficial, o (que trata de minimizar el area).

En el caso de una célula esférica de

N CILJ: Fdc - J¢ radio a, el trabgjo que hgy que
/ hacer para variar su radio en dr
N = U dA (contra la tension superficial) es:

' [ ’_\\ Cl]A‘;?T\fJf
, Idkf\ G?ﬁ fé{

AN ~

N —

—_—

dW= o dA = o 8 rir dr. Este trabajo debe ser igual al de la expansion
debido a la presion osmotica, pdV = p d(4 itr3/3) = p 4 rtr2 dr, es decir:

O=rp/2

Esta es la férmula de Laplace.



Para el ejemplo:

Presion osmoética ~300 Pa, para una célula de radio r=10um

rp/2=10um * 300 Pa/2 = 1.5 10-3 N/m

Y la tension superficial maxima para romper un eritrocito por
ejemplo es ~ 104 N/m

Es decir, las células deben mantener un balance muy cuidado de
Sus concentraciones.



Presion osmotica e interaccion de “deplecion”

Dentro de las células hay muchas cosas y de
muchos tamanos distintos.

Asakura y Oosawa observaron que cuando hay

moléculas grandes y pequefias hay una region de 7] i V" .\@ﬁ'
“deplecion” alrededor de las grandes del tamario 28 Ly, a.. «'}\V-‘«a

del radio de las pequeﬁas_ Imagen del libro de P. NeISOn con un esquema del
interior de E. Coli tomado de Goodsell, 1993.

Esto disminuye el
volumen disponible | :
para las moléculas
pequenas. : :

Cuando dos moléculas de tamanos similares estan cerca entre si, sus
“regiones de deplecion” se unen disminuyendo el volumen no disponible
para las moléculas chicas (lo que aumenta S y disminuye F).

El borde de la zona de “deplecion” es como una barrera semipermeable
Yy, por Posm, €l agua la atraviesa para irse a la zona con solutos.



Environment . .-, . Food particle
e _§ taken in
\ by endocytosis

Exocytosis of waste ‘
- =, Food
Products of ™ @ particles
dthonq // estd /

Fusion forms

& secondary
" ' lysosome

Otra forma de transportar sustancias a través de membranas
(exo y endocitosis).



Otras proteinas transmembranales tienen funciones relacionadas con la
comunicacion.

Enzyme
Transporter

77TTN

Anchor

Receptor

Estas proteinas unen sustancias tales como hormonas,
neurotransmisores u otras especies a sitios de ligadura que poseen del
lado extracelular.

La unién provoca un cambio conformacional en la proteina que transmite
una sefal a otras moléculas mensajeras intracelulares.

Al igual que las proteinas de transporte, las proteinas receptoras son
especificas y selectivas para las moléculas a las que se unen.



