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FISIOLOGIA CELULAR E DE MEMBRANAS - 2014

1- Objetivos: Este curso tem como objetivo central fornecer ao estudante os aspectos basicos do
funcionamento da membrana celular, enquanto responsavel por trocas de solutos e solvente
entre os meios intra e extracelular e pela génese da atividade elétrica celular. Além disso se
estudard os pr a i otri inais quimi canicos, no caso
a secre¢do de neurotransmissores € a contragao das fibras musculares

2- Enfoque de Ensino: O enfoque do curso serd nos aspectos biofisicos e bioquimicos da
fisiologia celular relacionado.aos.topicos.do.curso

3- Pré-requisitos: Os seguintes pont “Et@éo%ados em outras uniliades:
\—%st Oy

1) Lipidios e sua estrutu ~\?uma bicamaga. [1pos; cargas; ; etc..

2) Visdo morfi )l()gicae nRIBEHRAOPRETO0dHs, ctc..

3) Proteinas: estruturacdo; mudancas conformacionais, etc..

PARTE I — BIOFi
PROGRAMA T

ser publicadas pelos
ao estudante os

O programa que
respectivos docentes.
pontos essenciais que §

1- Introducao ag

2- Difusao de su
2.1. A agua co

3.6. Canais i6nicos
3.7. Patologias associadas a canais i0nicos



4- Transporte de agua
4.1 Permeabilidade da membrana a 4gua: aquaporinas
4.2. Osmose e pressao osmatica
4.3. Osmolaridade
4.4. Coeficiente de reflexdo
4.5. Equilibrio de Donnan

5 -Ions e Potencial
5.1. Todas as cé
constatagdo do fato
5.2 Conceitos basi
5.3 O modelo elét
5.3.1 Definiq

de saida
5.4. Lei de Ohm:
Grafico IxV.
5.5 Gradientes i
eletroquimico - Ele
5.6 Equilibrio ele
5.7 Conceito de E
5.7.1

5.8 O potencial de
5.8.1

5.8.2

10nicas

5.9 Alterando o p¢
5.9.1

7. Propriedades Elétricas

7.1. Condutancia
7.2.0 ax0Onio comn
7.3. Transmissdo

Alterando a c(

5.9.2 A importa

de Membrana

e ferenca d Al el ,

icos de eletricidade; acitancia:
irico da célula

féo de de

9 s ega
7agao e hlpergo arlzag:ao da me

RIBEIRAO PRETO

8. Bases Ionicas
8.1.
8.2.
8.3.
8.4.
8.5.
8.6.
8.7.
8.8.
8.9

av?
aTeeril) safidne
" |
:’.k“ﬁ LoV
! |

@VACao ¢ inativacao

. Conducao do impulso nervoso — axonios mielinizados ¢ amielinicos.

definicao de corrente elétrica, potencial elétrico e codutan01

da membrana:

’f@ correntas de entrada e

(resisténcia).

de equilibrio

1a

as pgrmeabilidades
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11 - Bibliografia Basica
Os livros aqui citados possuem capitulos de interesse para essa parte do curso

- Fisiologia — ed. Berne and Levy — Elsevier Editora LTDA —2004. Texto basico traduzido de
edi¢do americana. Aborda de forma clara e concisa os topicos do curso.

- Fisiologia —ed. Mello Aires, M. - 3" edi¢do — Guanabara Koogan — 2008 — Livro de autores
nacionais. Contém um detalhamento biofisico maior do conteudo do curso.

- Principios da Neurociéncia — Kandel — 4* Edicdo — Manole — 2002 — Livro de neurociéncia
que aborda nas partes II e II a maior parte do contetido da disciplina, com um enfoque em
neurofisiologia.

Em Inglés

-Cellular Physiology and Neurophysiology — Blaustein, Kao and Matteson — 2nd edition.
Elsevier - 2012. Livro compacto que explica em detalhes o contetdo do curso.

-Cell Physiology Sourcebook — ed. Esperelakis — 4th edition. Academic Press — 2012. Livro
completo sobre Fisiologia Celular.

12 - Sites que contém material relacionado ao curso: -
Os sitios aqui relacionados podem ser utilizados para estudo, porém estdo em inglés.

http://hyperphysics.phy-astr.gsu.edu/hbase/biology/mempot.html - tutoriais contendo o
conteudo da disciplina

http://nerve.bsd.uchicago.edu/ - varios simuladores de difusdo, canais i6nicos,
bioeletrogénese e excitabilidade
http://stke.sciencemag.org/cgi/content/full/sigtrans;2004/264/re19/DC2- animag¢ao da
exocitose e endocitose vesicular

13 — Algumas constantes que poderio ser utilizadas para resoluciao de problemas:

- constante dos gases (R) — 8,31 j.°K™".mole™
- Numero de Avogadro (N) — 6,02 x 10*
- Constante de Faraday (F)— 96500 coulomb/equivalente



Questdes para o seminario sobre Transporte e Bioeletrogénese

1) As concentracdes de cloreto dentro e fora de uma célula muscular esquelética sdo 3,5 e 110

mM, respectivamente.
a) Calcule qual devesser-a-energia-necess aria para tr
fora da célula e de fora para dentro. Comente seus célculos.

desserionvde dentro para

b) Assuma, agora, que exista atrayé adehM diferenca de potgncial elétrico
igual a -88 mV, lado interno negay ecalcule agfgergia en e jo transport¢ desse ion de
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A partir dos dados do grafico responda:
a) Como o aspartato atravessa a membrana? Explique.
b) Proponha mecanismos para a ac¢do inibitoria do MPTP sobre o transporte de aspartato.

4) Suponha um experimento onde globulos vermelhos foram colocados nas seguintes solugdes:
3.1 300 mM de sacarose e permaneceram com o volume intacto.
3.2. 300 mM de sacarose e ap6s algum tempo adicionou-se 200 mM de uréia. O resultado foi o
mostrado abaixo:

Adic;?o de Uréia

Volume Relativo
ao Controle s

3.3. 400 mM de
Discuta:

a) C
nicial? O que

5) A tabela abaixo : e de proteinas
no plasma e no liquido ipfeLs e quais deverao ser & entragoe itions e anions
difusiveis no intersticio alculos e os resultados

Nota: ax’ + bx + ¢

Intersticio (mM)

Proteinato 17,0 - 4,0

Cations difusiveis 161,0 ?

Anions difusiveis 144,0 ?




6) A figura abaixo foi retirada de um trabalho de Hodgkin ¢ Horowicz (1959). Trata-se da
investigagdo, por técnicas eletrofisiologicas, da origem do potencial de repouso e das
permeabilidades i6nicas da membrana celular de musculo semitendinoso de ra.
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7) A figura abaixo mostra registros temporais da corrente idnica que passa por um Unico
canal de potéssio ativado por célcio, observado em células de Leydig, a um potencial de +
60mV (lado intracelular do canal positivio) e com concentragdes de K iguais em ambos

os lados.

+60 mV

Popih

20 pA

TN

Deflexdes para ¢i
a) Estime a c¢

b) Analise as js BEs a2 sorrente g xplue-a~ f:,f“\, (s Mitigado dessas oscilagdes
para a co / 2 \ i >sses canais por
micrometrd \:« : 4 NS Sy O

c) Queargur 0 faa f L\ d facilitada neste caso?

8) Os dados abaix amVextFIdo irabalhael fiog il cs (1959) onde foram
medidas as dif@felcaspdc=neat < aLAVES UaY 11 a celplar do musculo

semitendinoso d Solucap externa.

Wi
~ y “‘i”ﬂ}].uj' ' >~ N
onde: Ko = concentragdo de K" na sOtu¢aof [aiihgiiee’ D.P. = diferenca de potencial elétrico
através da membrana, sinal refere-se ao intracelular. A fim de manter a eletroneutralidade das



solugdes as mesmas continham outros ions que ndo interessam ao problema. Sacarose foi usada
para se manter a osmolaridade.
Com base nos dados analise as seguintes questoes:
a) Coloque em grafico o valor da DP medida contra o log da concentragdo externa
de K. Que conclusio vocé pode tirar deste achado? Explique.

b) Q?@W&Wdﬁ—.
c) Trace, sobre os pontos, a linha esperada considerando-se que a ffunciao fosse

detrlta pela equagdo 6w&doeMgb iniciais fogeny dessa linha?

Explique.

9) Os resultado mostrﬁy nRBEIRAOeME‘;ﬂ ob?ﬂos em Reurdnios de
nto

moluscos com a ntes do |potencial de
repouso. Foram fe glios, em funcio da
concentragdo exte €30 4 legenda das
figuras. ‘

Membrane potential (mv)
&
o
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External potassium concentration (mM)
vy :

equacdo do campo constante se ajusta aos pontos assumindo-se PNa/Pk = 0.033: [K];
=235mM. Pn, = permeabilidade a sédio e Px=permieabilidade a potassio.

Discuta:
a) Que fendmeno dependente de temperatura estaria desviando a resposta da

membrana do modelo GHK?
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10) O esquema abaixo representa uma célula com as concentragdes intra e extracelulares dos
principais ions indicadas em mEq/I.

Na' = 144,0
’ /Na+ =10,0 \

K'=4,0

K*'=160,0
Ca’" =23

Ca®* =107
Cl'=110,0
HCO;=25.0 Cl'=3,5 .

+ 87 mV

Proteinato = 2,0 HCO;=8,0

Proteinato = 17,0

\ /

Considerando-se que as concentragdes de proteina dentro e fora da célula sdo diferentes e, que as
mesmas nao permeiam a membrana celular, seria de se esperar um movimento resultante de agua
para o interior celular (inchamento), o que poderia levar a um rompimento da membrana.

a) Qual é o nome desse fenomeno?

b) Qual o mecanismo desenvolvido pela célula que lhe permite regular seu volume e, portanto,
nao estourar?




Fisiologia de Membranas — RCG-213

Questodes para o seminario sobre Excitabilidade Celular

11

1 — Suponha um experimento onde o axdnio gigante da lula ¢ impalado com uma série de
microeletrodos, para injecao de corrente (estim) e para registro de voltagem (reg), como mostrado

na figura abaixo.

estim
reg0

T
L1mm

Assuma que o potencial ¢
as propriedade passivas d

a) Apo6s aplicarmos um esti
que a voltagem em reg0 foi
e em reg4 foi 0,13V.
graficamente).
b) Monte um circuito elétri
a medida que nos distanci
Voltagem caia mais acent
parametros elétricos com

2 — Num experimento cor
com amplitude de —2 nA
figura abaixo.
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b) Que propriedades da 1
c) Associe a constante de

ritmica de disparo do

uma mais baixa de di§pag

bs anglisando

rvou-se
0,21V
o problema

oltagem

ipne seus
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1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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3- A figura abaixo de corrente de sodio
dependentes de t ) , 2 -30 mV separadas
por intervalos d ' ; A ‘ ' 7= com passos de 0,5 ms).

a) Explique o ; : ; enfamos o intervalo

entre os doi 9 7R , %\ 7
b) Qual ¢ o cfei DT TICREOR IE O SEOSODAE cxcltabilidade
neuronal? H# 1 \§\~\\
-40
% -60
-80
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/ \ \ )
0.5n -
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a) Podemos visualizar proteinas por meio de uma técnica chamada imunocitoquimica.
Para isso usamos anticorpos especificos contra nossa proteina de interesse. O anticorpo
¢ entdo ligado com uma substancia fluorescente, ¢ sob microscopia de fluorescéncia
podemos detectar a marcagdo da proteina. Essa técnica ¢ muito utilizada para se
identificar a localizagdo celular e tecidual de canais i6nicos e receptores. Imagine uma
situagdo onde incubamos amostras de nervo ciatico com anticorpos contra canais de
sodio dependentes de potencial conjugados com uma substancia fluorescente, e depois
visualizamos a fluorescéncia em microscopia de fluorescéncia. Sabendo que o nervo
ciatico possui tanto axonios mielinizados como nao mielinizados mostre como voc~e 0s
identificaria nessa situagdo. Explique.
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— Mutagdes em canais i0nicos estdo relacionadas a diversos tipos de patologias. Por
exemplo mutagdes em canais de sédio voltagem-dependentes do musculo estriado
esquelético estdo relacionadas a diversos tipos de paralisias ¢ miotomias. A Paralisia
Periodica Hipercalémica (HPP) é uma doenga herdada dominantemente que produz
ataques recorrentes de paralisa muscular em resposta a pequenas elevagdes do potassio
sérico, produzidas por exemplo apoés atividade fisica. Registros em musculos de pacientes
com essa patologia mostram que durante os ataques o potencial de repouso das fibras
esqueléticas estdo bastante despolarizados tornando o musculo eletricamente nao-
excitavel, levando a paralisia. Mutagdes no gene SCN4A que codifica a subunidade alfa
do canal de s6dio voltagem dependente muscular esquelético sdo relacionadas com essa
condigdo. Os registros abaixo mostram o efeito de uma mutacdo de um metionina para
valina na posicao 1585 locahzada no segmento transmembrana 6 do dominio 4 da
subunidade - ica em células
expressando o canal selvagem (Wdﬁ' dmutante (M1585V) em repposta a uma
e

despolarizagdo a -10 mV e oglw de canais unitarfo das mesmas
células durante uma deseel ¢ao a -20 rd’edados de e Strittmatter, Neuron 10,

Ap —I—-I—IA 3 3 | 7V X\

wT
INa \
M1585V

10 msec

| IWZ“*

M1585V
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7-A figura abaixo mostra registros extracelulares de potencial de agdo composto do nervo ciatico
de rd em resposta a diferentes intensidades de estimulacdo (Mizuta et al., Life Sciences, 83,
2008). Explique porque o potencial de agdo composto ndo tem o comportamento de “tudo ou

nada”.

A

0.10V 012V 0.20V 0.24V
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8 — Registros extracelulares de nervo sao usados comumente na clinica neurologica. A velocidade
de conducdo do nervo pode ser determinada colocando-se um eletrodo estimulador num ponto
qualquer e eletrodos de registro na superficie do nervo, a
distancias  variaveis do primeiro. Perceba que
conhecendo-se a distancia entre os eletrodos e anotando-
se o0 tempo entre o estimulo e a resposta observada no
eletrodo de registro pode-se calcular a velocidade de
conducdo do potencial de a¢do. Erlanger e Gasser (1937)
foram dos primeiros a realizar essas medidas em nervos
sensoriais. Um dos seus achados encontra-se mostrado
abaixo.

A escala a esquerda indica a distancia a partir do eletrodo
de estimulagdo até o ponto de medida do potencial
acdo. A letra S em cada tracado indica 0 m ‘
o estimulo foi aplicado. O tragado ondlﬂs

Y g‘gcado
¢PTRIBEIR,

(cada intervalo representa i milissegund?).

estar determinando as
de condugao? Explique
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9-A figura abaixo mostra o efeito da droga TEA (tetraetilamonnio) sobre o potencial de acao de
um neuronio central. Baseado em seu conhecimento explique o efeito da droga.

40

20 —

0 —

-20 —

Em (mV)

-40 —

-60 —

10-

f‘

A figura abaixo

heterologamente a subuni

(Burbridge et al., Mol. Brai

resposta a graduais despolar

tetrodotoxina (TTX) sobre
Responda:

a) Qual seria o efeito da

b) Como o grafico da direita

¢) Baseado no grafico ¢

potencial de agdo de

d) Por que a partir de -10 m

+60 mV?

A +80mV

-90mV

100nM TTX

V_ (mV)

-80 -60 -40
.

200

-20

L0

—Control
—TEA
—
—_—————— 14
10 ms 4

n torho de
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3-A figura abaixo ¢ de um experimento original de Bernard Katz e mostra o efeito da droga
eserina (painel II, painel I controle) nos potenciais de placa motora evocados (na presenga de
doses submaximas de d-tubocurarina) (A) e espontianeos (B) da jun¢do neuromuscular da ra. A
eserina inibe a enzima acetilcolinaesterase, localizada
na fenda sinaptica de sinapses colinérgicas. Responda:
a) Porque a eserina aumenta a duragdo e
amplitude dos potenciais sinapticos?
b) Vocé esperaria algum efeito da eserina na
frequéncia dos potenciais espontaneos?
c) Porqué foram usadas doses subméximas de d- ;
tubocurarina para registrar 0s potenciais ' ST S T
evocados?

A

4 — No esquema abaixo ¢ mostrado um arco reflexo simples composto pelos musculos extensor e
flexor de um membro e as vias nervosas responsaveis pelo reflexo.

Cell body in ]
dorsal root ganglion

Ia afferent fiber

Quadriceps
(extensor)

Biceps \Motor axon “\ ‘
(flexor) »‘
R ,'

Patella

&

Extensor and flexor Inhibitory
motor neurons interneuron

a) Descreva a sequéncia de eventos gerada pela extensdo do quadriceps.
b) O que aconteceria se ndo houvesse o interneuronio inibitdrio entre a fibra aferente do fuso
muscular e o neurdnio motor do biceps?
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5 — Um neurdnio hipotético (esquema abaixo) recebe 3 sinapses, duas excitatorias (A e B) e uma
inibitoria (C). Cada sinapse excitatoria despolariza a membrana em 10 mV e a inibitdria
hiperpolariza em 5 mV. A partir de um potencial e repouso de -60 mV quais seriam as condi¢des
para alcangarmos o limiar do potencial de agdo que seria de -42 mV? Como a sinapse inibitoria
seria efetiva em 1 i imi i ae? Represente
graficamente sua resposta.

6 — A droga v
sinapticas.

a) O que aconte ‘ o qpalquer se a
quantidade de O cadacyesicuile basttnte reduzida

em relacdo ao ‘ gvidol Mmenba

b) Nestas ¢
potenciais

1or das vesiculas

injatura € nos

m neuronio
contendo 10

7-0O exemplo abai3
central, mantido er
mM de cloreto e ex

a) Explique fSs\owiesuiedt es de saifla (positivas)

e de entr
b) Quais neurotransmisso
I

15 pA

200 ms
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8- O exemplo abaixo mostra uma série de pares de correntes pos-sindpticas glutamatérgicas
evocadas com 100 ms de intervalo. O intervalo entre cada par é de 30 segundos. O trago vertical
antes de cada corrente representa o artefato do estimulo (estimulo de 10V com 100 ps de

duracdo). O neurénio ¢ mantido em voltage-clamp a -70 mV. A"linha pontilhada horizontal

. ‘c,
PIDEIDAA RDETA a

Responda: a) qual fent 0 { Adade sind C ‘ 3 seria fle curto ou longo

dos primeiros
os hipocampais.
acdao do axonio
enciais indicados
gistro controle e
IDA, APV.

9- A figura abaixo extrajd et al (J Physzol 490,

.\E'@T;‘; apticas 'R"\“ "

L Ty

b) Usando seu conhecimento explique o fato da corrente NMDA
nao ser observadas no potencial de -80 mV?
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10- Sindromes miasténicas congénitas sdo um espectro de patologias que afetam negativamente a
jun¢do neuromuscular comprometendo a neurotransmissdo muscular esquelética. Anormalidades
em diversos processos da neurotransmissdo juncional tem sido implicados como fatores
causadores dessa patologia, entre eles mutagcdes nos receptors nicotinicos musculares. As
sindromes do canal lento s3o miastenias onde a duragdo da resposta a acetilcolina ¢ aumentada.
No exemplo abaixo sdo mostrados registros realizados de uma biopsia de musculo intercostal de
uma paciente com miastenia congénita do canal lento (patient) ¢ de um individuos normais

(control). No painel superior sdo
mostrados registros de corrente
juncionais, enquanto no inferior
registros de canal unitario em
resposta a aplicacdo de acetilcolina.
A abertura do canal é representada
pela corrente para cima. (Dados
retirados de Milone et al., J
Neurosci, 17, 1997).
a) Correlacione os resultados de
canal unitario com os registros de
correntes juncionais acima.

Control

JUL

10ms

50 ms

2nA

5pA

M

T

|

Patient 10ms

‘ 1nA

50 ms
5pA

e OO N T
I K B X U



