/ UNIDADEIV — NUTRICAO MINERAL DE PLANTAS -
TRANSPORTE DE IONS

3. TRANSPORTE DE IONS ATRAVES DA
MEMBRANA

3.1. TRANSPORTE PASSIVO E ATIVO

3.2. MECANISMOS DE TRANSPORTE DE IONS
ATRAVES DA MEMBRANA CELULAR

3.3. ANALISE CINETICA DO TRANSPORTE

3. Transporte de ions através da membrana

A difusao de moléculas através de membranas
bioldgicas € bastante restrita, devido a baixa
permeabilidade da bicamada lipidica para moléculas
polares, com excecao da agua.

Na realidade, poucas substincias de
importancia biolégica apresentam natureza apolar e
somente O,, CO, e NH; parecem atravessar a
membrana por difusao simples através da bicamada
lipidica.

Portanto, as substancias polares e ionicas
devem atravessar as membranas biolégicas através
de outros mecanismos e por outras regioes.
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3.1. Transporte passivo e ativo

O movimento de solutos através de membranas

bioldgicas, pode ocorrer por:

e TRANSPORTE PASSIVO: que ocorre a favor do
gradiente de potencial quimico ou eletroquimico.

e TRANSPORTE ATIVO: que ocorre contra o
gradiente de potencial quimico ou eletroquimico.

-
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T te passivo (difusio)
ocorre espontaneamente a favor
de um gradiente de potencial
quimico.
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No equilibrio, A= .5

Se nédo ha transporte ativo,
ocorre um equilibrio de
estado estaciondrio.

Transporte ativo ocorre contra um
gradiente de potencial quimico.
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AG por mol para 0 movimento
dejde AparaBéiguala

i - i, Para um AG global
negativo, a reagdo precisa
estar acoplada a um processo
que tenha um AG mais
negativo que — (].-LJB - ﬁ."‘).

FIGURA 6.1 Relagdo entre o potencial
quimico, f, e o transporte de moléculas
através de uma barreira de permeabilidade.
0O movimento liguido resultante das espé-
cies maleculares j entre os compartimentos
A e B depende da magnitude relativa do
potencial quimico de j em cada comparti-
mento, aqui representado pelo tamanho
dos retangules. O movimento a favor de
um potencial quimico ocorre espontanea-
mente e é chamado de transporte passivo;
© movimento contra um gradiente requer
energia e é denominado transporte ativo.
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~~POTENCIAL QUIMICO

O potencial quimico para qualquer soluto é definido

como:
I = y* - RT'InCj
Chemical Chemical Concentrat
potential potential (activity)
for a given of funder component
solute, | standard
conditions

Condicoes padrao:

pH = 7,0
T=25°C
Conc.=1M
\
/
Transporte de soluto nao ionico para a célula
Célula Solucao
pd= p*+RTIn C4A nf=p* + RTIn CJf
— d f
Aus = us - “’s

Ap, = (u* + RTIn C9) — (u,* + RTIn C,5)

Ap,=RT(In CJd - In C) = RTIn C2/C/f

Ap,= 2,3RT log C4/C |

\_ Apg — Gradiente de potencial quimico

20/08/2014



Transporte de soluto ionico para a célula

Célula Solucio
pd = p* + RTIn C4 + zFE¢ K= pu* + RTIn C,f + z,FE!

Apy = p? - by

Ay = (U* + RTIn C8 + zFEY) — (1;* + RTIn C,f + 7, FE')

Ap, = RTIn C{ - RTIn C,  + zFE! - zFE!
Ap, = RTIn C%/ C/ + zF(E? - EY)

\_ Apn; — Gradiente de potencial eletroquimico .

" Adicio de KCI:
K* e CI- se difundem independentemente.

Para o K*: (zx = +1)
Apg = pg? - p'
Apg = (Ug* + RTIn Ci? + 2 FE9) — (1 * + RTIn Cf + 7, FEY)
Apy = 2,3RTlog C 4/ C "+ F(E! - Ef)
Parao Cl': (2o =-1)

A forca responsavel pelo movimento de ions (Al ), depende:

1. Da diferenca de concentracdo (C/ C");
2. Da diferenca de potencial elétrico através da membrana (E? - Ef)

N %

20/08/2014



" EQUACAO DE NERNST (AE,)
No equilibrio: Fluxo;d — f = Fluxo, f —> d

¢ pd = puf
Ou seja: Ay, =0

RTIn C¢ + zFE? = RTIn C + zFEf
Arranjando-se a equacao, tém-se:
E!-Ef = RT/zF(In C,/ C,9), ou:

AE, =2,3RT/zF (logC,"/C,%) Potencial de Nernst

A 25 °C, tem-se, para C*1:
\_ AE, =59 mV logC,/C ¢

RTIn C¢ + zFE? = RTIn Cf + zFEf

zFE! - zFE' = RTIn C/f- RTIn C¢

zF(E!- Ef) =RT(In C{f- In C\%)
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4 3.2. Mecanismos de transporte de ions através da
membrana celular

O principal objetivo de se estudar a estrutura da
membrana através de métodos quimicos, fisicos e
ultraestruturais (microscopio eletronico) € o de entender-
se como as membranas controlam o movimento de
solutos.

Os estudos iniciais sobre as propriedades das
membranas baseavam-se na habilidade das membranas
de possuirem permeabilidade diferencial utilizando-se
metodologia com base na propriedade de plasmoélise —
desplasmoélise (demonstrada por de Vries, em 1877 e
utilizada por Collander e outros entre as décadas de
1930-1950).

ajudou bastante
para que se
entendesse
melhor como os
solutos
atravessam as
membranas.
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4 Valores tipicos de permeabilidade (cm s1) de
membranas bioldgicas para varias substancias comparados
com aqueles de uma membrana artificial de fosfolipidios
(bicamada).

Alta permeabilidade

P
Membrana artificial Valores Membrana biolégica
102 « HO
H,0
10
10
Glicerol 108 « Glicerol
1010 K+
cr
- Na
cr
K* _:
Na*

Baixa permeabilidade

a Estes estudos, associados aos dados obtidos através da
microscopia eletronica redundaram no estabelecimento do

modelo do mosaico fluido para a estrutura da membrana.
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Por que isto acontece?

As membranas biolégicas possuem proteinas
transportadoras (Bombas, Carreadores e Canais) que facilitam a
passagem de ions e de outras moléculas.

Molécula transportada

O O PTOTT"’W Q Proteina Bomba

/carregadora /

|

ceeseey
OIS

Membrana ajo

/ plasmatica

.

Energia

A
e on I i Gradiente
Difusao simples Difuséo facilitada ; O de potencial
v eletroquimico

Transporte passive Transporte ativo primario
(contra o gradiente de

potencial eletroquimico)

(na diregdo do gradiente
eletroquimico)

FIGURA 6.7 Trés classes de proteinas de transporte em mem-
branas: canais, carregadores e bombas. Os canais e os carregado-
res podem mediar o transporte passivo de um soluto através das
membranas (por difuséo simples ou difuséo facilitada) a favor do
gradiente de potencial eletroquimico do soluto. As proteinas canais
atuam como poros de membrana, e a sua especificidade € deter-
minada principalmente pelas propriedades biofisicas do canal. As

proteinas carregadoras se ligam a molécula transportada em um
lado da membrana e a liberam do outro lado (os diferentes tipos de
protelnas carregadoras sao descritos com mais detalhes na Figura
6.11). O transporte ativo primério & feito por bombas e emprega
energia diretamente, em geral a partir da hidrélise de ATP, para

bombear sclutos contra seu gradiente de potendial eletroguimico. /

-

Caracteristicas dos transportadores proteicos
Canal Carreador Bomba

Especificidade -Densidade Por um soluto ou  Por um soluto ou

de cargas; um grupo de um grupo de

-Tamanho do solutos solutos
poro; relacionados. relacionados.

Processo vetorial Sim Sim Sim
Processo escalar Nao Nao Sim
Mudanca de Nao Sim Sim
conformacio
Velocidade
(Turnover) 106a 108 103 102
(molécula/seg)
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Como toda membrana
celular exibe uma
diferenca de potencial
elétrico devido a
assimetria de
distribuicio ionica entre
o exterior e o interior da
célula, pode-se
determinar isto
inserindo-se um
microeletrodo dentro da
célula (ou tecido) e outro
na solucao.

\

Jungdes de Ag/AgCl \ N

para permitir corrente == ipeta
elétrica reversivel |" lﬂ/ de vidro
1l
Parede ||,U./50|.U§50
celular || || salina

Voltimetro

Extremidade |||
aberta (<1 um U—U e nibrana

de diametro) F'Lﬂf'“é‘im
adere-se

ao vidro

Microeletrodo

Solugdo H
nutritiva \
condutiva

Tecido _7!___— BOBSES0

vegetal -\‘\ /)

FIGURA 6.3 Diagrama de um par de microeletrodos usado para
medir potenciais de membrana através de membranas celulares. Um
dos eletrodos de micropipeta de vidro é inserido no compartimento
celular em estudo (normalmente o vactiolo ou o citoplasma), en
quanto o outro é mantido em sclugao eletrolitica que serve como
referéncia. Os microeletrodos sdo conectados a um voltimetro, que
mece g dife Enca ac pDoten ial elétrico goire o lll'-lll‘l Q CCiU-

nas celulares vegetais variam de —60 a =240 mV. O detalhe mostra
como o contato elétrico do interior da célula é feito por uma extre-
midade aberta da micropipeta de vidro, a qual contém uma solucdo
salina eletricamente condutora.

-

TABLE 6.1

Comparison of observed and predicted ion concentrations in

Pea root tissue

Concentration
in external
medium

Internal concentration (Mmool L"']

lon (mmol L-1) Predicted Observed

v 1 74 75+ 1
MNa+ 1 74 a8

Mg2+ 0.25 1340 3}2
Ca2+ 1 5360 2

NO_— 2 0.0272 28

Cl- 1 0.0136 7
H,PO,~ 1 0.0136 21 3
S0,2- 0.25 0.00005 19

\

Source: Data from Higinkotham et al. 1967.

Note: The membrane potential was measured as —110 mV.

AE, =59 mV logC,/C¢
1. [OBS] = [PREV] = Absorvido passivamente;

2. [OBS] < [PREV] = Absorvidos passivamente, mas

excluidos ativamente;

3. [OBS] > [PREV] = Absorvidos ativamente.
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f (A

CITOPLASMA

FIGURA 6.8 Modelos de canais de K* em plantas. (A) Visdo de
cima de um canal, olhando pelo poro da proteina. Hélices trans-
membranas de quatro subunidades juntam-se em uma forma de
oca invertida com o poro no centro. As regides formadoras do poro
das quatro subunidades aprofundam-se para dentro da membrana,
formando uma regiao saliente {(semelhante a um dedo) seletiva ao
K* na parte externa do poro (mais detalhes sobre a estrutura deste

&) LADO DE FORA DA CELULA  Regido

Membrana
plasmatica

Regido formadora

sensorade do poro (dominio-P
voltagem  ou H5)

canal podem ser encontrados no Ensaio 6.1 na internet). (B) Visao
lateral de um canal retificador de influxo de K*, mostrando a cadeia
polipeptidica de uma subunidade, com seis hélices transmembranas
(S1-56). A guarta hélice contém aminoacidos carregados positiva-
mente e atua com um sensor de voltagem. A regido formadora do
poro é uma alca entre as hélices 5 e 6 (A, segundo Leng et al., 2002;
B, segundo Buchanan et al,, 2000).

Os canais podem ser controlados por varios sinais, dentre eles,
tém-se: variacdes em E , [K*], [Ca?*], pH, atividades de
fosfatases e de proteinas quinases, hormonais e luz.

N %

4 Transporte ativo primario eletrogénico
(A) (8 @ (D)

LADO DE FORA DA CELULA

©e® ® @ ®
ve ¥ % @0 ® @ O

AT XY
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FIGURA 6.16 Etapas hipotéticas no transporte de um préton contra seu gradiente quimico por uma H*-ATPase. A bomba, inserida na mem-
brana, liga-se ac préton no lado de dentro da célula (A) e é fosforilada por ATP (B). Essa fosforilagdo conduz a uma mudanga de conformagao
que expde o proton ao lado de fora da célula e possibilita a sua difuséo para longe (C). A liberagso do fon fosfato (P) da bomba para o citosol
(D) restabelece a configuragdo inicial da H*-ATPase e permite que comece um novo ciclo de bombeamento.

Quando um ion entra ou sai de uma célula ha um desbalanceamento de
cargas modificando o AEm, ou seja, gera-se uma forca eletromotriz. Portanto,
este tipo de movimento ¢ ELETROGENICO.

Este processo é ATIVO, requerendo energia, a qual provém da
Qidrélise, geralmente, do ATP, portanto primario. /

20/08/2014
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4 Além da bomba eletrogénica H*-ATPase de membrana
plasmatica, ha a H*-ATPase vacuolar e a H*-pirofosfatase que
bombeiam protons eletrogenicamente para o vacuiolo e para a
cisterna do complexo de Golgi e a Ca?*-ATPase de membrana
plasmatica e de endomembranas que bombeiam Ca?* para fora
do citosol, mantendo a [Ca2*] no citosol baixa.

Uma consequéncia importante do transporte ativo
primario eletrogénico é a de permitir que no citosol ocorra [H*],
[Nat], [K*] e [Ca?*] compativeis com as necessidades metabdlicas
da célula.

Em animais, existe uma bomba eletroneutra, a H*/K* -
ATPase de mucosa gastrica. A 3Na*/2K*-ATPase de células de
animais € eletrogénica.

\_

FIGURA 6.17 Representagéo bidimensio-
nal de uma H*-ATPase da membrana plas-
matica de levedura. A proteina H*-ATPase
possui 10 segmentos transmembrana. O
dominio regulador ¢ um dominio autoini-
bitério. Modificacdes pos-tradugdo gue le-
vam ao deslocamento do dominio autoini-
bitério resultam na ativagao da H*-ATPase
(sequndo Palmgren, 2001).

f FORA DA CELULA
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A H*-ATPase de membrana plasmatica € inibida por vanadato
(HVO,*), um analogo do fosfato (HPO,>).

N %

%
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Modelo do motor rotatorio
da V-H*-ATPase.

A V-H*-ATPase € inibida por
nitrato e o antibiotico
bafilomicina. Sendo insensivel
ao vanadato.

CITOPLASMA

-V,

=V,

LUME DO VACUOLO

FIGURA 6.18 Modelo do motor de rotacdo da V-ATPase. Muitas
subunidades de polipeptideos se unem para formar esta enzima
complexa. O complexo catalitico V,, o qual é facilmente dissociado
da membrana, contém os sitios de ligacao de nucleotideos e cata-
litico. Os componentes de V, séo designados por letras maitsculas.
O complexo integral de membrana que medeia o transporte de H™ é
designado V,, e suas subunidades sao designadas por letras minus-
culas. Propde-se que as reagdes da ATPase catalisadas por cada uma
das subunidades A, atuando em sequéncia, governem a rotacao do
eixo (D) e das seis subunidades c. Acredita-se que a rotagdo das
subunidades ¢ em relacio & subunidade governe o transporte de H'
através da membrana (segundo Kluge et al., 2003).

Tecido Espécie
Frutos Lima (Citrus aurantifolia)
Limao (Citrus limonia)
Cereja (Prunus cerasus)
Pomelo (Citrus paradisi)
Folhas Begonia de cera (Begonia semperflorens)
Begonia “Lucerna”
Oxalis sp.
Azeda (Rumex sp.)
Opiincia (Opuntia phaeacantha)®

Fonte: Small, 1946.

vacuolar.

decrescer durante a noite.

Em limao, o baixo pH

O pH vacuolar de algumas espécies vegetais hiperacidificantes

pH*

1,7
2,5
2,5
3,0

1,5
0,9-1,4
1,9-2,6

26
1,4 (6:45 AM)
5,5 (4:00 PM)

*Os valores representam o pH do ou da seiva espremida de cada tecido, normalmente um bom indicador do pH

*O pH vacuolar do cacto Opuntia phaeacantha varia com a hora do dia. Muitas suculentas do deserto tém um tipo
especializado de fotossintese, denominado metabolismo acido das crassulaceas (CAM), que faz o pH do vactolo

¢ mantido devido: A baixa

permeabilidade do tonoplasto a prétons, a uma V-H*-ATPase
especializada e ao aciimulo de acidos organicos (citrico, malico
\_ e oxalico que atuam como tampoes).

20/08/2014
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LADO DE FORA
DA CELULA @@ @ @

\ Gradientes /

de concentragao
paraSeH*

®
®®®®
®006
® 66

CITOPLASMA

FIGURA 6.10 Modelo hipotético de transporte ativo secundario.
No transporte ativo secunddrio, o transporte energeticamente
“montanha acima” de um soluto ¢ dirigido pelo transporte ener-
geticamente “montanha abaixo” de outro soluto. No exemplo ilus-
trado, a energia que foi armazenada como forga motriz de prétons
(Afi,,., simbolizado pela seta vermelha a direita em A) estd sendo
usada para absorver um substrato (S) contra seu gradiente de con-
Kcentragao (seta vermelha & esquerda). (A) Na confarmagao inicial, 0s

(@] (D)

Membrana
plasmatica

®
®
500 ®

sitios de ligagao na proteina estao expostos ac ambiente externo e
podem ligar um préton. (B) Essa ligagdo resulta em uma mudanca
na conformacao que permite a uma molécula de $ ser ligada. (C)
A ligagdo de S provoca uma outra mudanga na conformacao que
expde os sitios de ligagao e seus substratos ao interior da célula. (D)
A liberacao de um préton e de uma molécula de S para o interior

celular restabelece a conformagao original do carregador e permite /

que inicie um novo ciclo de bombeamento.

-

LADO DE FORA DA CELULA

®® ®0E

Baixo

Alto

Gradiente de @ @ @

potencial
eletroquimico CITOPLASMA
do substrato A

\

(A) Simporte (B) Antiporte

O transporte ativo secundario ou cotransporte utiliza a
energia armazenada em
eletroquimico sob a forma de forca motriz de prétons (Ap).

Apg/F =Ap = AE + 59ApH

gradientes de potencial

FIGURA 6.11 Dois exemplos de transporte ativo
secundario acoplados a um gradiente primério de
prétons. (A) No simporte, a energia dissipada por
um préton movendo-se de volta para dentro da
célula é acoplada & absor¢do de uma molécula de
um substrato (p. ex., um agticar) para dentro da cé-
lula. (B) No antiporte, a energia dissipada por um
préton movendo-se de volta para dentro da célula
é acoplada ao transporte ativo de um substrato (p.
ex., um fon sodio) para fora da célula. Em ambos
05 €asos, 0 substrato considerado esta se moven-
do contra seu gradiente de potencial eletroguimico.
Tanto substratos neutros quanto com carga podem
ser transportados por esses processos de transporte
ativo secundario.

Alto

Baixo

Gradiente
de potencial

eletroquimico do

substrato B
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- - |

’|-‘ *‘fo_\_/._/pH 6.32 - — 255mV :
L =
= o E
= =
b= £
= -3

e
E g
3 £
=
1 1 1
o 10 20 30 40 50

Time (min)

FIGURE 6.12. Evidence for a Elucoselerolon SXDRQLL is shown by
simultaneous measurementis of the p of the medium bathing the
surface of the agquatic plant duckweed (Lemna gibba) and the
membrane potential of one cell. The early portions of the curves
show steady values of pH and membrane potential, conditions
that change when 50 mm glucose is added to the solution. The
observed increase in pH indicates that protons are disappearing
from the medium at the same time that the membrane potential of
the cell is decreasing. These observations are predicted by a
glucose/proton symport if glucose is cotransported with a proton
into the cell. With tirme, an increase in pump activity results in
restoration of the initial pH and membrane potential values.
(Adapted from Novacky et al. 1QBp )

f Membrana plasmatica

Vactolo Tonoplasto

Parede

Citosol celular

O controle das
concentracoes ionicas no

K+
o citosol é importante
-~ paraa regula(;a,o. das
‘o enzimas metabdlicas.
3
ca2+
H,PO,-
H+

FIGURA 6.4 As concentragdes idnicas no citosol e no vaclolo sdo
controladas por processos de transporte passivo (setas tracejadas)
e ativo (setas continuas). Na maioria das células vegetais, o vactio-
lo ocupa até 90% do volume celular e contém a maior fracao dos
solutos celulares. O controle das concentragdes idnicas no citosol
é importante para a regulagdo das enzimas metabdlicas. A parede
celular que circunda a membrana plasmatica nao representa uma
barreira de permeabilidade e, portanto, ndo é um fator a considerar
k no transporte de solutos.
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Transportadores do tipo simporte

Panorama geral B
dos varios S ‘ .

crrosoL

PLASMATICA  Transportador do tipo antiporte
—_———

transporte na
membrana
plasmatica e i
tonoplasto de
células vegetais. .

LADO DE

CELULA

\ FIGURA 6.14 Panorama geral das diversas proteinas de transporte na membrana plasmatica e tonoplasto de células vegetais.*

* N. de T TPC (two-pore domain channel).

=5 PH72
processos de B
({:c':;‘ @) MEMBRANA e efluxo

-

Analise cinética do transporte

Para uma reacio enzimatica, tém-se:

E+S ~|[ES] - E+P

onde:
E — enzima;
S — substrato;
P - produto; e
[ES] — complexo enzima-substrato.

20/08/2014
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Tratando-se do processo de absorcao de sais por
bombas e carreadores, tém-se:

M, +T o [MT] > M,, + T,

Onde:
M., — ion no exterior da célula;
M;, — ion no interior da célula;

[MT] - complexo ion-transportador (difusivel
através da membrana);

T — transportadors;
T, — precursor do transportador.

Vméx ------------------------
Transporte
por carregador
Difusédo
- s
TR simples
& 1J|F2 Vmax

(K.)

Concentragdo externa
da molécula transportada

FIGURA 6.12 O transporte por carregador frequentemente apre-
senta cinética enzimética, incluindo saturagdo (V) (ver Ap&ndice
1). Em contraste, a difusdo simples por meio de canais abertos &,
diretamente proporcional & concentragdo do soluto transportado,
ou, para um fon, a diferenga de potencial eletroquimico através da
membrana.

20/08/2014
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Figure 6-16 Progress of ion uptake with timme under various
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FIGURA 6.13 As propriedades de transporte de um soluto podem
rnudar com as concentragdes do soluto. Por exemplo, emn concentra-
¢Oes baixas (1 — 10 mM), a taxa de absorcao de sacarose por células
de soja mostra cinética de saturacdo tipica de carregadores. Prevé-
-5& gue uma curva ajustada a esses dados aproxime-se de uma taxa
méaxima (V,.) de 57 nmol por 10° células por hora. Em vez disso, em
concentracies mais altas de sacarose, a taxa de absorcdo continua
a aumentar linearmente, ao longo de uma ampla faixa de concen-
tragdes, consistente com a existéncia de mecanismos de transporte
facilitado para a absorcao de sacarose (segundo Lin et al., 1984).
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O transporte de K* em raizes de cevada mostra duas fases diferentes. A
cinética bifasica de absorcio de K+, acentuada nesta figura pela mudanca de
escala em torno de 1 mM, sugere a presenca de dois diferentes tipos de
sistemas de transporte para o K*. O sistema de alta afinidade, tendo um Km
de 0,02 a 0,03 mM, € atribuido ao transporte ativo do tipo simporte; o
sistema de baixa afinidade (que pode ou nao mostrar saturaco) é atribuido
a difusao através de canal (Epstein, 1972).
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FIGURE 6.19 We can measure the relationship between ion
uptake into the root and xylem loading by placing a root seg-
ment across two compartments and adding a radioactive tracer
to one of them (in this case compartiment A). The rate of disap-
pearance of the tracer from compartment A gives a measure of
ion uptake, and the rate of appearance in compartment B pro-
vides a measurement of xylem loading. (From Liittge and
Higinbotham 1979.)
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FIGURA 6.20 Organizagao de
tecidos em raizes. (A) Sec¢do
transversal de uma raiz de uma
monocotiledénea do género
Smilax, mostrande a epiderme,
parénguima cortical, endoder-
me, xilema e floema. (B) Diagra-
ma esquematico de uma secgéo
transversal de raiz, ilustrando as
camadas de células pelas quais
0s solutes passam da solucao
do solo para os elementos tra-
queais (A x 30, @Biodisc/Visuals
Unlimited/Alamy; B, segundo
Dunlop & Bowling, 1971).
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