CURSO “TRANSPORTE IONICO EN LA C’ELULA:
ASPECTOS MOLECULARES Y METODOLOGICOS”

Profesorado:

Francisco Ferndndez Belda (fbelda@um.es; 968-364763) (Prof. responsable)
José A. Teruel Puche (teruel@um.es; 968-364772)

Fernando Soler Pardo (fsoler@um.es; 968-364771)
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Créditos y distribucidn: 5 créditos ECTS (125 horas)
33 horas tedricas 12 horas practicas 80 horas de trabajo personal

Objetivos pedagdgicos:

Proporcionar una visién estructural y funcional del transporte iénico celular.
Conocer los principios basicos del transporte. Analizar estrategias para aislar y
caracterizar transportadores de membrana. Estudiar técnicas experimentales para
medir el transporte iénico. Conocer la estructura y funcién de algunos
transportadores y su relacion con procesos patolégicos.

Programa Tedrico:

|. Transporte iénico a través de membranas.

Introducciéon. Transporte de tipo poro. Transporte de tipo portador. Aspectos
termodindmicos del transporte. Estructuras y modelos de proteinas transportadoras.
Relacién entre estructura y especificidad de transporte. Regulacion de transportadores.
Estrategias para identificar, aislar y caracterizar un transportador de membrana. Criterios
cinéticos. Uso de inhibidores. Aislamiento de proteinas transportadoras.

II. Cinética del transporte en biomembranas

Procedimientos experimentales. Intercambio en equilibrio. Procedimiento trans-cero.
Procedimiento trans-infinito. Procedimiento Ccis-infinito. Flujo en direccion contraria.
Modelos de transporte. Utilizacién de vesiculas de membrana para estudios de cinética del
transporte.

[ll. Técnicas para el estudio de canales idnicos

Utilizaciéon de radioisétopos. Uso de electrodos de iones. Determinacién del potencial de
membrana con sondas espectroscépicas. Medidas de diferencia de potencial: pinzamiento
de voltaje. Técnicas de cinética rapida. Flow-quench. Stopped-flow. Filtracién rapida.

IV. Métodos para medir transporte de iones.

Medidas de H+, K+, Na+ y Ca2+. Consideraciones practicas. Indicadores fluorescentes.
Métodos para visualizar Ca2+ intracelular. (1) Fotoproteinas: Definicién, estructura de
acuorina, método para medir la concentracion de proteina activa en la célula, localizacién
de acuorina en distintos compartimentos intracelulares y modificacion de su afinidad por el
Ca2+ mediante el uso de técnicas de biologia molecular. (2) Indicadores fluorescentes:
detecciodn intracelular. (3) Proteinas fluorescentes. Aplicacidén de la transferencia de energia
de fluorescencia (FRET): FRET entre derivados de proteina verde fluorescente (GFP)
fusionados a calmodulina (camaleones) y FRET entre derivados de acuorina y GFP.

V. Transporte de Ca2+ y su regulaciéon en la célula.

Entrada de Ca2+ desde el medio extracelular. Canales intracelulares de Ca2+. ATPasas
dependientes de Ca2+. Intercambiador Na+-Ca2+. Transporte de Ca2+ en la mitocondria.
Senales elementales y globales de Ca2+. Papel del Ca2+ como regulador intracelular.

VI. Temas seleccionados
ATPasas de tipo P. Na+,K+-ATPasa. Intercambiador Na+-H+ vy regulacion del pH.



Cotransportador de Na+-aminoacidos. Canales de K+ sensibles a voltaje en mamiferos.
Canales rectificadores de K+ (Kir). Canales de Na+ sensibles a voltaje en mamiferos. Canal
de Ca2+ asociado al receptor de glutamato en sistema nervioso central. Canal de Ca2+
sensible a voltaje en sinapsis neuronal. Canal aniénico mitocondrial (VDAC). Receptores
ionotrépicos P2X en sistema nervioso.

VII. Transporte y enfermedad

Inhibicién de Na+,K+-ATPasa y efectos en musculo cardiaco. Inhibicién de H+,K+-ATPasa
de mucosa gastrica y antiinflamatorios no esteroideos. Canales de K+ sensibles a voltaje y
patologias asociadas. Canal de K+ sensible a ATP y diabetes. Canales de Na+ y patologias
asociadas. Receptor de rianodina e hipertermia maligna. Canal de CI- y fibrosis quistica.
Glicoproteina-P (transportador ABC) y resistencia a quimioterapia. Poro de transiciéon de
permeabilidad mitocondrial y apoptosis. Canales TRP y patologias asociadas.
Transportadores renales de Na+ e hipertensién.

Programa Practico:

VIIl. Actividad de la bomba de Ca2+ de reticulo sarcoplasmico

Efecto activador de Ca2+ sobre la velocidad de hidrélisis de ATP. Activacion por ATP:
cinética. Inhibicién por concentraciones elevadas de Ca2+.

IX. Propiedades eléctricas de una célula excitable modelo: simulaciones en un
cardiomiocito de ventriculo de rata. El modelo describe con precisiéon el efecto de los
distintos iones sobre el potencial de accién cardiaco.

Efecto de distintos transportadores sobre el potencial de accién. Efecto de concentraciones
intra y extracelulares de Na+, K+, Cl- y Ca2+ sobre corrientes idnicas. Efecto de
bloqueadores de canales sobre el potencial de accién. Acoplamiento excitacién-
contraccion: papel de canales de Ca2+ dependientes de voltaje, canal intracelular de
Ca2+ y Ca2+-ATPasa.

Trabajo Personal del Alumno:
Preparacién de seminarios a impartir en clase, elaboraciéon de resimenes, y preparacion
y estudio del programa para la evaluacién global.
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Metodologia:

El curso combina de forma equilibrada la exposicién de la materia en forma de
leccién magistral por parte del profesor, discusiones de los temas tratados,
seminarios impartidos por los alumnos, sesiones experimentales de laboratorio y
simulacion de transporte idnico en un modelo de ordenador.



Criterios de evaluacion:
Preparacién de un seminario de investigacién relacionado con la materia y
aprovechamiento del curso tedrico-practico mediante prueba escrita calificatoria.



