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Resumo:

A membrana plasmatica ¢ essencial para os seres vivos, pois cria a idéia de
compartimentagdo separando as solugdes do meio intra e extracelular, evitando a
mistura dessas solugdes. A célula necessita de energia para sua sobrevivéncia, por iSso
ela tem seu proprio metabolismo, mas esse processo necessita de alguns nutrientes
provenientes de fora para ocorrer. Contudo, esses nutrientes t€ém que atravessar a
membrana plasmatica para entrar na célula. Esse transporte através das membranas
acontece devido a presenca de proteinas especificas na membrana que realizam o
transporte, além de um potencial eletroquimico entre as solugdes. O transporte pode
ser passivo, a favor do gradiente eletroquimico, ou ativo, contra esse gradiente. Pode
ocorrer, também, o transporte da macromoléculas que ¢ chamado de transporte em
massa. Varios experimentos podem demonstrar essas propriedades da membrana, € um

dos quais se utiliza de Beta vulgares.

Palavras chave: Fisiologia vegetal, membrana plasmatica, transporte passivo,

transporte ativo, beterraba (Beta vulgares).
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1. Introducao

Se duas solugdes de concentragdes diferentes forem separadas por uma
distancia consideravel, sera mais dificil de ocorrer mistura entre elas, portanto, nio
teria necessidade de uma barreira especial para separa-las. Por outro lado, se duas
solucdes quimicas de composi¢ao muito diferentes forem separadas por uma distancia
medida em fragdes de micra deve existir uma barreira a difusdo dos solutos das duas,
pode-se citar a solugdo do citosol e do meio extracelular. O fato de que as solucdes
externa e interna possam diferir marcadamente em sua composi¢do quimica €, por
conseguinte, evidéncia da existéncia de uma barreira a difusdo livre. A membrana
citoplasmatica das ¢ essa barreira, que cria a idéia de compartimentagdo (Epstein

1975).

As membranas celulares sdo essenciais para a vida da célula. A membrana
plasmatica envolve a célula, define seus limites, ¢ mantém as diferengas essenciais
entre o citosol e o meio extracelular. Dentro da célula, as membranas do reticulo
endoplasmatico, aparelho de Golgi, mitocondrias, e outras organelas envoltas por
membrana, em células eucarioticas, mantém as diferencas caracteristicas entre os
contetdos de cada organela e o citosol. Todas as membranas biologicas tém uma
estrutura geral comum: ¢ um filme muito fino de lipideos e de proteinas mantidas

juntas principalmente por interagdes nao covalentes (Greghi 1999).

As membranas celulares sdo estruturas dinamicas, fluidas e sdo
constituidas de uma bicamada lipidica. Essa bicamada lipidica fornece a estrutura
basica da membrana e atua como uma barreira relativamente impermeavel a passagem
da maioria das molécula hidrossoluveis (Greghi 1999).

Quando se fala em relativamente impermeéavel ¢ o mesmo que citar as
propriedades seletivas da membrana, afinal a célula necessita de varias moléculas e
nutrientes, e esse material precisa penetrar no meio intracelular. Para que isso ocorra,
temos varias propriedades da membrana envolvidas, baseadas na acdo de varias
unidades funcionais ao longo de toda a membrana. Essas unidades sdo proteinas

modificadas, especializadas em transporte, que podem ser de varios tipos. Esses



nutrientes e moléculas, que vao penetrar na célula através dessas proteinas, sdo
essenciais para o metabolismo celular de todos os seres vivos. Esses procedimentos
acontecem em todos os seres vivos, €, em geral, ndo se tem muita informagdo sobre o

assunto (Ferri 1985).

2. Membrana Plasmatica

O transporte entre a célula e o meio ¢ controlado pela membrana
plasmatica. Esta membrana determina o tipo de molécula a serem movidas para o
interior ou para o meio externo, além da direcao e a velocidade de transporte (Faria(b)
2000).

O controle exercido pelas membranas, conhecido como permeabilidade
seletiva, resulta da natureza lipidica de sua estrutura basica, o que torna mais facil a
penetracdo de substincias nao polares e dificulta a passagem de compostos
hidrossoliiveis, a da presenca de carreadores ou transportadores especificos de
natureza protéica para determinadas substancias polares. A permeabilidade seletiva
das membranas depende também da presenca de célcio, pois este cation € essencial a
integridade das mesmas, pois estd envolvido nas pontes de ligagdo entre os lipideos e
as proteinas (Faria(b) 2000).

O estudo da membrana plasmatica se iniciou no comeco do século, e
mudou muito dessa época até hoje. Na década de 20 descobriram que a membrana era
formada por uma dupla camada lipidica. Posteriormente, em 1935, o modelo
descoberto tinha de 50 a 60% de proteinas, mas ndo sabiam exatamente a disposi¢do
das mesmas. Os estudo continuaram, mas s6 na década de 70 os pesquisadores
encontraram um modelo mais proximo do real (Garcia 2000).

Foram realizados estudos mais rigorosos sobre os modelos existentes,
percebeu-se que nenhum se encaixava nos resultados obtidos e foram descartados.
Somente em 1972, Singer e Nicolson, baseados nos resultados, formularam uma
proposta mias consistente. Esses autores chegaram a conclusdo que a membrana era
constituida por uma matriz lipidica e proteinas dispostas de varias maneiras na

membrana. As proteinas, segundo este modelo, estariam flutuando na matriz lipidica



que seria fluida. Esse aspecto traria a possibilidade de movimentos laterais ou
transversais dessas proteinas. Devido a esses movimentos foi que esse modelo ficou
conhecido como modelo do mosaico fluido. Esse modelo ¢ o aceito hoje em dia por
responder a uma série de requisitos morfoldgicos necessarios ao funcionamento

celular (Garcia 1998).

3. Proteinas da Membrana

Enquanto a bicamada lipidica determina a estrutura basica das membranas
bioldgicas, as proteinas sdo responsaveis pela maioria das fungdes da membrana,
atuando como receptores especificos, enzimas, proteinas transportadoras, entre outra

funcdes (Greghi 1999).

Muitas proteinas da membrana estendem-se através da bicamada lipidica:
em algumas dessas proteinas transmembrana a cadeia polipeptidica cruza a bicamada
como uma alfa-hélice unica (proteinas unipasso); em outras, inclusive naquelas
responsaveis pelo transporte transmembrana de ions e pequenas moléculas
hidrossoluveis, a camada polipeptidica cruza a bicamada multiplas vezes, seja como
uma série de alfa-hélices, seja como uma folha beta na forma de um barril fechado

(proteina multipasso) (Greghi 1999).

Outras proteinas associadas a membrana nao cruzam a bicamada, mas ao
contrario sdo presas a um ou ao outro lado da membrana. Muitas dessa sdo ligadas por
interagdes nao covalentes a proteina transmembrana, enquanto outras sdo ligadas
através de grupos lipidicos ligados covalentemente. Como as moléculas lipidicas na
bicamada, muitas proteinas da membranas sdo capazes de difundir-se rapidamente no
plano da membrana. Por outro lado, as células tém mecanismos para imobilizar
proteinas especificas da membrana e para confinar moléculas lipidicas e protéicas a
dominios especificos (Greghi 1999).

Apesar das varias proteinas diferentes existentes na membrana, e possivel,
para efeito didatico, separar essas estruturas basicas em quatro grupos: Poros ou

canais, zonas de difusdo facilitada, receptores e operadores (Heneine 1990).



Os canais ou poros sdo passagens que permitem a comunicagdo entre o
lado externo e interno da célula. Os canais podem possuir carga (positiva ou negativa),
ou serem destituidos desta. Essas carga ¢ baseada nos grupos laterais de proteinas. Os
canais positivos permitem a passagem de anions e repelem os cations, no caso do
canal negativo acontece o contrario. Ha, também, os canais considerados mais
sofisticados, com um ou dois portdes que abrem sob estimulo. O canal de s6dio ¢ um
exemplo, fica fechado durante o potencial de repouso (membrana) e se abre no
potencial de acdo (Fig. 1). Apesar desse mecanismo ser acionado ativamente, o
processo ¢ passivo e se faz de acordo com o gradiente de concentracdo. No caso dos
poros sem carga sé passam substancias sem carga (Heneine 1990).

Zonas de difusdo facilitada sdo regides que possuem alta concentra¢ao de
moléculas de determinada espécie quimica. Nesses locais ocorre a passagem de
substancias semelhantes, ou afins, com essas moléculas, por isso ¢ considerada
passagem facilitada (Heneine 1990).

Receptores sdo sitios que possuem estrutura adequada a ligacdo de certa
moléculas, que quando se ligam causam diversas alteragdes na proteina. Os receptores
podem existir tanto em canais (Fig. 1) quanto nas bombas i6nicas (operadores).
Existem receptores dos lados intra ou extracelular, que quando se unem ao mensageiro
podem causar alteracdes baseadas em cargas ou em mudangas conformacionais nas
proteinas (Heneine 1990).

Operadores (bombas) sao mecanismos capazes de realizar transporte ativo,
isto €, contra o gradiente eletroquimico. O principio operacional é simples: a molécula
a ser transportada se encaixa no operador, que muda sua conformacdo e a segura. O
operador ¢ posteriormente hidrolizada por um ATP e libera a molécula e volta ao
estado inicial. O sentido ¢ unidirecional, sendo que o operador que introduz ndo € o
mesmo que excreta uma substancia. Existe sempre uma molécula de Atpase envolvida,

sendo o operador mais conhecido a bomba de sddio e potassio (Heneine 1990).
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Fig. 1 — Canais i6nicos. A: canais simples; B: canais com
receptores, podendo assumir a conformagdo alostérica aberta (A)

ou fechada (F) consoante se encontrem associados ou ndo ao

receptor (Ac) (Aratjo 2002).

4. Potencial de Membrana e Potencial de Acao

Os ions em solugdo estdo sujeitos a duas “forgas” fisicas principais: 0
gradiente de potencial quimico, determinado pela atividade do ion, e o gradiente de
potencial elétrico. O saldo do movimento de um ion ¢ entdo determinado por um
gradiente de potencial eletroquimico. Seria possivel imaginar uma situacdo na qual as
concentragdes ou atividades de um ion sejam iguais dentro e fora da célula, nesse caso,
para este ion se teria um equilibrio (Garcia 2000).

Células em equilibrio com a solugdo externa apresentam um diferenga de
potencial elétrico através da membrana, denominado de potencial de membrana.
Quando ions de determinada espécie encontram-se em equilibrio através da
membrana, seus potenciais eletroquimicos dentro ¢ fora da célula sdo iguais (Garcia
2000).

Se no lado externo da membrana acaba se formando um excesso de cargas

positivas enquanto que no seu lado interno faz com que o liquido intracelular fique



com mais cargas negativas do que positivas, ocorre a formacao do gradiente elétrico.
Na maioria das células nervosas tal potencial eqiiivale a algo em torno de -90mv
(Malaghini 1999).

Quando a membrana de uma célula ¢ excitada, uma sucessdo de eventos
fisiolégicos ocorrem através da tal membrana. Tais fendomenos, em conjunto,
produzem aquilo que chamamos de Potencial de Ac¢do. O potencial de acdo tem
origem em um mecanismo simples, de alternancia entre transporte ativo e transporte
passivo de pequenos ions (Heneine 1990).

Geralmente a excitagdo ocorre no momento em que a membrana recebe
um determinado estimulo. Tipos de estimulos: calor, frio, solucdo salina hipertonica
ou hipotonica, acidos, bases, corrente elétrica, pressao, etc. Algumas células
desencadeiam o Potencial de A¢ao sem a necessidade de receberem estimulos, devido

a uma alta excitabilidade que as mesmas apresentam (Malaghini 1999).

Esse processo pode ser dividido em fases. Na primeira fase, ocorre um
significativo aumento na permeabilidade aos ions s6dio na membrana celular. Isso
propicia um grande fluxo de ions sodio de fora para dentro da célula através de sua
membrana, por um processo de difusdo simples. Como resultado do fendmeno citado
acima, o liquido intracelular se torna com grande quantidade de ions de carga positiva
(cations) e a membrana celular passa a apresentar agora um potencial inverso daquele
encontrado nas condi¢gdes de repouso da célula. Mais cargas positivas no interior da
c¢lula e mais cargas negativas no seu exterior. O potencial de membrana neste periodo

passa a ser positivo, algo em torno de +45 mv (Malaghini 1999).

A segunda fase do potencial de acdo e ocorre logo em seguida a
despolarizacdo, chamada de repolarizacdo. Durante este curtissimo periodo, a
permeabilidade na membrana celular aos ions sédio retorna ao normal e,
simultaneamente, ocorre agora um significativo aumento na permeabilidade aos ions
potassio. Isso provoca um grande fluxo de ions potassio de dentro para fora da célula
(devido ao excesso de cargas positivas encontradas neste periodo no interior da

célula e a maior concentra¢do de potassio dentro do que fora da célula). Enquanto
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i1sso ocorre, os ions sddio (cations) que estavam em grande quantidade no interior da
célula, vao sendo transportados ativamente para o exterior da mesma, pela bomba de
sodio-potassio. Tudo isso faz com que o potencial na membrana celular volte a ser
negativo (mais cargas negativas no interior da célula e mais cargas positivas no
exterior da mesma). O potencial de membrana neste periodo passa a ser algo em

torno de -95 mv (Malaghini 1999).

O repouso ¢ a terceira e tltima fase. E o retorno as condigdes normais de
repouso encontradas na membrana celular antes da mesma ser excitada e
despolarizada. Nesta fase a permeabilidade aos ions potassio retorna ao normal ¢ a
célula rapidamente retorna as suas condigdes normais. O potencial de membrana

celular retorna ao seu valor de repouso (cerca de -90 mv) (Malaghini 1999).

Um aspecto importante desse potencial de agdo ¢ que os ions envolvidos
na sua geragao representam uma parte minima das concentragdes desses ions. Pode-se
dizer que as concentragdes i0nicas intra e extracelular permanecem constantes durante

todo o tempo (Heneine 1990).

5. Tipos de Transportes

As células sdo sistemas abertos, através dos quais se processam fluxos de
matéria e de energia. A matéria, sob a forma de pequenas moléculas, de
macromoléculas ou mesmo de particulas complexas, transitam do exterior para o
interior, através de mecanismos de complexidade variada e com diversos encargos
energéticos para a economia celular. Se ha moléculas, como a agua, o oxigénio, que
transitam com extrema facilidade através da membrana plasmatica, por simples
difusdo, ha outras que, pela sua dimensdao ou lipofobia, implicam a instalagdo, na
membrana, de mecanismos especificos. No caso de particulas complexas ou mesmo
de macromoléculas, a captacdo tira partido da plasticidade da membrana, que se

deforma especialmente para abragar os corpos a captar e os interiorizar, submetendo-
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os de seguida a um processo interno de digestdo, que faz apelo a intervencdo dos

lisossomas (Araujo 2002).

Alguns nutrientes sdo absorvidos sob a forma pequenas moléculas, sendo a
sua dimensdo compativel quer com a arquitetura molecular da membrana, quer com
sistemas de transporte molecular nela inseridos. Para estes, identificam-se diversas
vias ou mecanismos de transporte membranar diferentes. Importa salientar desde ja
que estes mecanismos sao diferentes se o transporte se efetua "a favor" dos gradientes
de potenciais quimicos ou eletroquimicos ou se, pelo contrario, se processa "em contra
corrente". Por sua vez, outros nutrientes sdo captados sob a forma de macromoléculas
ou particulas volumosas. Para estes, a célula recorre a sistemas de transporte em

massa, que tém por base o mecanismo da endocitose (Aratijo 2002).

A maior ou menor facilidade com que as moléculas transitam através
da membrana traduz-se pelo coeficiente de permeabilidade, determinado em relacdo a

uma dupla camada fosfolipidica artificial e expresso em mm.s™. (Aragjo 2002)

O coeficiente de permeabilidade ¢, compreensivamente, fungdo
essencialmente de trés fatores: a dimensdao da molécula, o seu estado de ionizagdo ¢ a
sua afinidade para com os lipideos, por isso t€ém-se tipos de transporte diferentes para
cada molécula (fig 2). Por sua vez, a afinidade de uma substincia para com os lipidos
traduz-se pelo seu coeficiente de particdo, o qual se calcula pela razdo entre a

solubilidade num 6leo determinado e a solubilidade na agua (Araujo 2002).

A membrana plasmatica funcional ¢ chamada de plasmolema. O
plasmolema, do ponto de vista funcional, forma o limite externo da célula onde ela
esta em contato com o fluido extracelular. A parede celular externa ao plasmolema nao

¢ uma barreira funcional entre a célula e o meio (Epstein 1975).
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Fig. 2 - Permeabilidade diferenciada de diferentes categorias

de moléculas (Araujo 2002).

O processo pelo qual o soluto passa do substrato (solo, solu¢do, nutritiva)
para uma parte qualquer da célula (parede, citoplasma, vactiolo). Definem-se dois
tipos de mecanismo de absor¢ao (Ferri 1985):

Passivo o elemento entra sem que a célula necessite gastar energia
deslocando-se de uma regido de maior concentragdo, a soluciao externa, para outra de
menor concentracdo, a qual corresponde a parede celular, espagos intercelulares e
superficie externa do plasmolema; essas regides delimitam o espago livre aparente e a
quantidade de soluto nele contida corresponde a uns 15% do total absorvido; essa
entrada processa-se por fluxo de massa, difusdo, troca idnica; 0os mecanismos siao
rapidos e reversiveis, isto é, o elemento contido no espago livre aparente pode sair dele
(Ferri 1985).

Ativo O processo ativo de absor¢do faz com que o soluto atravesse a
barreira lipidica do plasmolema, atingindo o citoplasma; deste, o elemento pode
chegar ao vactolo depois de vencer a outra barreira representada pelo tonoplasto, para
1sso a célula tem que gastar energia , uma vez que o elemento caminha contrario ao
gradiente quimico, o mecanismo ativo € lento e irreversivel (Ferri 1985).

O transporte por carreador pode ser ativo ou passivo, enquanto o transporte

por canal idnico € sempre passivo. O transporte passivo ¢ aquele que ocorre ao longo
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de um gradiente eletroquimico e, as vezes, ¢ chamado de difusdo facilitada, quando
envolve um canal i6nico ou um carregador (Faria 2000).

Todos estes tipos de transporte podem ser evidenciados quando a planta é
colocado sob estresse salino, mas os trabalhos realizados nessa area levaram a concluir
que alteragdes adaptativas a esse estresse s0 foram observadas no que diz respeito ao

transporte H™ / Na+ na membrana plasmatica (Luttge 1993).

5.1. Transporte Passivo

Designam-se genericamente por transportes passivos, todos aqueles que
ndo impliquem, por parte da célula, dispéndio de energia. Englobam-se nesta
categoria, os transportes de eletrolitos ou de ndo eletrdlitos que se efetuam,
respectivamente, a favor do gradiente de potenciais eletroquimicos ou de
concentragdes, sendo que o fluxo de transporte passivo aumenta com a concentragao
(Fig. 3). Ha todavia que distinguir duas situagdes distintas, decorrentes da natureza das
moléculas e das suas permeabilidades: ou se trata de substancias que podem atravessar
a membrana por simples difusdo ou, pelo contrario, de moléculas que nio o podem e,
para as quais, a célula dispde de mecanismos especializados, que seriam as proteinas,

facilitando o respectivo trafego (Aratijo 2002).

o
~"T. passivo

cC

Fig 3 - Variagdo do fluxo de
transporte passivo em funcdo da
concentragdo,  independente  da

unidade (Aratijo 2002).
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5.1.1. Osmose

As membranas bioldgicas sdo em maior ou menor grau seletivamente
permedveis, isto ¢, permitem a passagem do solvente e de determinados solutos
dependendo do seu tamanho, natureza e carga elétrica.  Essas membranas
semipermeaveis constituem um pré-requisito basico, tanto para definir, como para
determinar a pressdo osmotica (Souza 1988).

O processo osmotico ocorre nos vegetais e pode facilmente ser
demonstrado por diversos experimentos. A dgua e os sais soliveis penetram no vegetal
através dos pelos das raizes (Souza 1988).

Na regido dos pélos, a concentracdo em solutos ¢ maior do que a
concentragdo de solutos na dgua do solo. A pressdo osmotica dentro das raizes deve
ser maior que a pressdo osmotica na agua do solo, para que tenha lugar a entrada de
agua; se esta condicdo nao for preenchida, cessa a crescimento da planta, pois, em
geral, o crescimento da planta ¢ afetado quando declina a salinidade do solo (Souza
1988).

A célula vegetal é vulneravel aos ambientes hipertoénicos, que seriam
meios com maior concentracdo de solutos em relagao a célula. A saida da 4gua contida
no seu vacuolo, quando em meio hipertonicos, provoca uma diminui¢do do volume
celular e, consequentemente, o afastamento da membrana plasmatica relativamente a
parede celular. Este fendmeno designa-se comumente por plasmolise (Fig. 4) (Araujo
2002).

A grande diferenga que se observa entre o coeficiente de permeabilidade
da agua medido na situagdo real de uma membrana plasmatica e o respectivo
coeficiente de difusdo (53 m m.s™), determinado em condicdes ideais, leva a concluir
que a passagem da dgua ndo se opera exclusivamente por difusdo através da bicamada
lipidica, mas que deverdo existir poros ou canais por onde as moléculas de agua
possam transitar mais facilmente. Por sua vez, demonstra-se experimentalmente, que a
disposi¢do das proteinas intrinsecas pode também, em certas circunstancias, favorecer

o fluxo de dgua através da membrana (Araujo 2002).
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Fig. 4 — Plasmolise. A: Conformacao habitual de uma célula vegetal;

B: célula vegetal sujeita um meio hipertonico (Greghi 1999).

5.1.2. Transporte Facilitado

Para as circunstancias em que a permeabilidade de uma determinada
molécula essencial a vida da célula, ndo permite a sua captacdo com a destreza
requerida pelo metabolismo, a célula dispde de mecanismos membranares especificos.
Se tais mecanismos ndo despenderem energia; designam-se genericamente por
transporte facilitado. Sdo objeto de transporte facilitado, entre outras moléculas, os
monossacaridos, como a glicose, ¢ os aminoacidos. Mas também, em certas

circunstancias, os ions sao beneficidrios destes sistemas de transporte (Aratjo 2002).

O exemplo classico que ilustra as caracteristicas deste tipo de transporte, é
precisamente o da glicose. Reconhecendo as caracteristicas que lhe estdo associadas,

concebe-se um modelo baseado na existéncia de proteinas (Fig. 5) (Araajo 2002).
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Fig. 5 — Modelo de transporte facilitado da glicose
(Aragjo 2002).

O transportador de membrana pode assumir duas configuragdes alostéricas
consoante se encontre ligado ou ndo a uma molécula de glicose. O sentido global do
transporte obedece ao gradiente de concentragdes transportadoras (intrinsecas)
susceptiveis de assumir duas configuragdes alostéricas consoante se verifique, ou nao,

a sua ligacdo especifica a uma molécula de glicose (Aratjo 2002).

Tal sistema nao oferece qualquer preferéncia de sentido, podendo
promover tanto a saida como a entrada de moléculas de glicose. O sentido do fluxo ¢
apenas determinado pelo gradiente de concentracdo, tal como da difusdo simples.
Com a diferenca, porém, de que permite o transito de moléculas que, de outra forma,

nao transporiam a barreira membranar (Araujo 2002).

Certas substancias podem tornar as membranas permedveis aos ions. Sao
geralmente produzidas por microorganismos e atuam como antibidticos ja que tém
como efeito, contrariar drasticamente os equilibrios i6nicos funcionais das células.
Designam-se pelo termo genérico de iondforos e podem apresentar estruturas muito

diversas. Apresentam em comum a caracteristica de serem pequenas edificagdes
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moleculares hidrofobas, que se dissolvem facilmente na bicamada lipidica (Araujo
2002).

Distinguem-se essencialmente duas categorias de ion6foros: aqueles que
determinam a formagao transitoria de um canal e os que, sendo moveis, se comportam
como barquetas, assegurando o transporte os ions entre as duas faces da membrana
(fig. 6). Enquanto que o fluxo i6nico proporcionado pelos primeiros ndo ¢ afetado por
um abaixamento da temperatura, o fluxo assegurado pelos iondforos moveis, diminui
em idénticas circunstincias. Compreende-se que assim seja, dado que a "agilidade"
das barquetas depende da fluidez da membrana e esta caracteristica ¢ funcdo da
temperatura. Em ambos os casos, o transporte respeita o gradiente eletroquimico que,
como se sabe, em condi¢des naturais, ¢ bastante acentuado, ¢ garantido pelas bombas

de transporte ativo de ions. (Araujo 2002)
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Fig. 6 — Ionodforos. A: iondforos tipo "canal", de
existéncia transitoria; B: iondforos tipo "barqueta",
dotados de elevada mobilidade na camada lipidica

(Aratijo 2002).

5.2. Transporte Ativo
As células também necessitam de proteinas que ativamente bombeiem

certos solutos através da membrana contra seus gradientes eletroquimicos. Esse
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processo, conhecido como transporte ativo ¢ sempre mediado por proteinas
carreadoras. No transporte ativo, proteinas carreadoras podem agir como bombas para
transportar um soluto contra o seu gradiente eletroquimico, usando energia fornecida
pela hidrélise de ATP (Greghi 1999).

As células usam a energia armazenada no ATP para absorver solutos
ativamente. O ATP libera energia quando um dos seus fosfatos ¢ hidrolizado
formando ADP e fosfato inorganico. Essa reagdo ¢ catalisada por uma enzima
aparentemente presente em toda membrana, ela é chamada abreviadamente de
ATPase. A maioria da energia liberada pelas ATPases encontradas na membrana ¢
usada para transportar protons de um lado da membrana para outro contra o gradiente

eletroquimico (Salisbury 1992).

5.2.1. Bombas Ionicas

A energia livre liberada durante o movimento de um ion inorganico a favor
de seu gradiente eletroquimico ¢ usada como a fonte de energia para bombear outros
solutos contra seus gradientes eletroquimicos. Assim, essas proteinas funcionam como
transportadores acoplados - algumas como simportadores outras como antiportadores.
Na membrana plasmatica de células animais, o sédio ¢ o ions usualmente co-
transportador, cujo gradiente eletroquimico fornece a for¢a impulsora para o transporte
ativo de uma segunda molécula. O sédio que entra na célula durante o transporte ¢
subseqiientemente bombeado para fora pela sodio potassio ATPase a qual, por manter
o gradiente de sddio, indiretamente fornece energia para o transporte. Por essa razdo
diz-se que os carreadores impulsionados por ions medeiam o transporte ativo
secundario, enquanto as ATPases transportadoras medeiam o transporte ativo
primario. Assim, o transporte por proteinas carreadoras pode ser ativo ou passivo

enquanto o transporte por canais idnicos € sempre passivo (Greghi 1999).

A clonagem de DNA e os estudos de sequenciamento mostraram que as
proteinas carreadoras pertencem a um pequeno nimero de familias, cada uma das

quais compreende proteinas com seqiiéncias similares de aminoacidos e que se
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supdem terem evoluido de uma proteina ancestral comum atuarem por um mecanismo

similar (Greghi 1999).

A necessidade da existéncia de bombas idnicas decorre do fato de, por
exigéncias funcionais, deverem manter-se elevados desniveis dos teores relativos a
diferentes ions, entre o interior da célula e o exterior (Araujo 2002).

No caso especifico do sodio e do potassio, que € a mais importante, seria
expectavel que, a ndo existirem mecanismos de bombeamento de ions que contrariem
o gradiente, rapidamente se atingiria o equilibrio, gracas a simples difusdo dos ions
através dos respectivos canais. Gragas porém as bombas de sodio/potassio, os fluxos
passivos de saida do potéssio e de entrada do sodio, sdo constantemente contrariados
por fluxos ativos. Assim se mantém os desniveis de teor destes dois ions (Fig. 7)

(Aratijo 2002).
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Fig. 7 — Esquema mostrando o funcionamento da
Bomba de Sddio e Potassio.

Foram os pesquisadores Hodgkin & Keynes que observaram que o s6dio
intracelular passava para o meio extracelular por um sistema que consumia energia
metabolica, e que esse processo dependia da presenga de potassio. Para transportar
sodio para fora e potassio para dentro da célula, a bomba retira energia da hidrodlise de

ATP. Para cada ATP hidrolisado, trés ions Na sdo removidos da célula e dois ions K
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sao levados para dentro. Assim, a cada ciclo, uma carga positiva ¢ transferida para o
meio extracelular. A corrente gerada por essa bomba ajuda a formar o potencial
transmembrana. Quando ela ¢ estimulada a bombear ions em grande velocidade, sua
corrente passa a contribuir de modo relevante para a formacdo do potencial de
membrana, atuando no sentido de hiperpolarizar a célula. A propria concentracio
desses ions nos meios intra e extracelular que ativam a atividade dessa proteina
(Garcia 1998).

Os gradientes de concentracdo que se cria com a atividade da bomba Na /
K sd3o usados como fonte de energia para que se processem os fendmenos da
despolarizacdo e da repolarizagdo das células excitaveis. Servem, também, para
promover os diversos fluxos idnicos dos tipos co-transporte € contratransporte. No co-
transporte, a movimentacdo de um cation arrasta consigo um anion € no
contratransporte, substancias ou ions de mesma polaridade sdo trocados entre os lados

interno e externo da membrana (Garcia 1998).

5.2.2. Co-transporte

Os processos de co-transporte utilizam a energia armazenada na forga
motriz protonica, ou seja, no gradiente de potencial eletroquimico criado pela extrusao
de protons ( H' ). Bimembranas de fosfolipideos puras sdo bastante impermeéaveis ao
H'" . Membranas de vegetais possuem proteinas transportadoras para o H' . Estas
permitem ao H' a se difundir de volta a célula e a estrutura da membrana ¢ tal que s6
permite este retorno se ele se move com outro ion ou soluto. Logo a forga motriz
protonica gerada pelo transporte eletrogénico de H' é usada para conduzir o transporte
de muitas outras substincias contra o seu gradiente eletroquimico. Este transporte
acoplado e simultaneo de dois ions ou moléculas por um tnico carregador ¢ chamado
co-transporte (Faria(b) 2000).

Existem dois tipos principais de co-transporte, o simporte € o antiporte. No
primeiro caso duas substdncias movem-se na mesma dire¢do através da membrana.

: . : . N
Existem carreadores especificos para diferentes anions, co-transportados com H' .

21



Neste caso, observamos o mecanismo molecular do ion acompanhante, neste
mecanismo o H' se move a favor de seu gradiente eletroquimico, enquanto que o
anion ou moléculas neutras sdo transportadas ativamente (Faria(b) 2000).

Nos mecanismos de antiporte, a absor¢io de H™ ¢ usada para transportar
cations simultaneamente para fora das células (troca i6nica). Neste caso, o carreador
combina-se com o H' do lado externo da membrana e com o cation (sédio, por
exemplo) no lado interno (Faria(b) 2000).

A glicose ¢ transportada para fora da célula por transporte facilitado e as
bombas de sodio/potassio eliminam, da célula, o excedente de Na™ (Fig. 8). Ainda que
na etapa propriamente dita de captagdo da glicose, ndo se tenha verificado consumo
direto de ATP, o certo ¢ que, globalmente, o processo ¢ consumidor de energia, pois
implica, de forma diferida ¢ certo, o funcionamento das bombas de sddio/potassio

(Aragjo 2002).
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Fig. 8 — Mecanismo membranar do co-transporte da glicose e do sddio. A:
transportador acessivel ao meio externo com sitios de fixacdo do sodio,
ativos, e sitios de fixacdo da glicose, inativos; B: a fixag¢@o do sddio induz a
alteracdo alostérica que permite fixa¢do da glicose; C: transportador sofre
alterag@o alostérica, expde-se ao citossol e liberta a glicose e o sodio; D:

retorno a situacdo inicial (Aratjo 2002).
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5.3. Transporte em massa

Os sistemas que se descreveram anteriormente, destinam-se todos ao
transporte de moléculas ou ions de porte relativamente pequeno. Quando porém se
trata de captar uma macromolécula, tal como uma proteina, ou mesmo uma particula
maior, que pode mesmo ser uma bactéria, os mecanismos descritos ja ndo sio
adequados. Nestes casos, a célula recorre ao mecanismo da endocitose, que consiste
basicamente na forma¢do de uma depressdo membranar, seguida do envolvimento de
uma por¢do do meio extracelular onde a(s) particula(s) se encontra(m) e da
invaginacdo da membrana e, finalmente, a formacao de uma vesicula, denominada
genericamente por endossoma. Deve-se citar que esses processos ocorrem

principalmente em células animais (Araujo 2002).

A pinocitose ("célula bebendo") envolve a ingestdo de fluidos e solutos
através de vesiculas pequenas (150nm de didmetro) a fagocitose ("célula comendo")
envolve a ingestao de particulas grandes como microorganismos e pedagos de células,
via vesiculas grandes denominadas fagossomos, geralmente maior que 250nm de
diametro (Fig. 9). Embora a maioria das células eucaritticas esteja, continuamente,
ingerindo fluidos e solutos por pinocitose, particulas grandes sdo ingeridas
principalmente por células especializadas em fagocitose. Pode-se observar na figura
um exemplo (Greghi 1999).

A fagocitose, em protozoarios, ¢ uma forma de alimentagdo: particulas
grandes captadas por endossomos chegam até os lisossomos e os produtos do processo
de digestdo subsequente chegam ao citosol para serem utilizados como alimento.
Entretanto, poucas células em organismos multicelulares, sdo capazes de ingerir,
eficientemente particulas grandes, e no intestino do animais, por exemplo, particulas
grandes de alimento sdo quebradas no meio extracelular antes de serem importadas
para a célula (Fig. 9). A fagocitose ¢ importante, para a maioria dos animais, para
outros processos que ndo de nutricdo. Em mamiferos existem dois tipos de globulos

brancos no sangue especializados em fagocitose: macrofagos e neutrofilos que nos
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defendem contra infecg¢des, ingerindo os microrganismos invasores. Para que sejam
fagocitadas as particulas devem, em primeiro lugar, ligar-se a superficie do fagocito

(Greghi 1999).
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Fig. 9 — Endocitoses. A: pinocitose; B: fagocitose (Aratijo

2002).

Em muitas células a endocitose ¢ tdo extensiva que uma grande fracdo da
membrana plasmatica ¢ internalizada a cada hora. Os componentes da membrana
plasmatica (proteinas e lipideos) sdo continuamente retornados a superficie celular em
um ciclo endocitico-exocitico em grande escala, que ¢, em sua maior parte, mediado
por cavidades e vesiculas recobertos por clatrina. Muitos receptores da superficie da
célula, que ligam macromoléculas extracelulares especificas, localizam-se em

cavidades recobertas com clatrina, num processo denominado endocitose mediado por

receptores (Greghi 1999).

As vesiculas endociticas recobertas, rapidamente perdem sua cobertura de
clatrina e se fundem com os endossomos prematuros. Muitos ligantes se dissociam de
seus receptores no ambiente dcido do endossomo e acabam chegando aos lisossomos,
enquanto muitos dos receptores sdo reciclados, via vesicula de transporte, de volta

para superficie da célula para serem reutilizadas. Mas, complexo ligante-receptor pode
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seguir outras vias, a partir do compartimento endossomal. Em alguns casos, ambos,
receptor e ligante, acabam sendo degradados nos lisossomos, causando a "down

regulation" dos receptores (Greghi 1999)

6. Experimento: Beterraba — Beta vulgares

6.1. Metodologia

Foi preparado uma bateria com 7 tubos de ensaio. Cada tubo de ensaio
receberd cerca de 10 ml de uma das solugdes: CaCl, (ImM), CaCl, (100mM), CaCl,
(10mM), EDTA (10mM) e um com agua. Os dois tubos de ensaio restantes receberam
10 ml de CaCl, (10mM) cada, mas sendo destinados aos tratamentos com diferentes
temperaturas (Faria(a) 2000)

As fatias de beterraba (Beta vulgares) foram cortadas com as medidas de
1 cm de largura, 3 cm de comprimento e 2 mm de espessura, aproximadamente. As
fatias foram lavadas em dgua corrente durante cerca de 3 minutos e depois enxaguadas
em agua destilada (Faria(a) 2000).

Foram colocadas duas fatias em cada tubo de ensaio, com exce¢ao do tubo
de ensaio com 4gua que ¢ usado somente para “zerar” o espectrofotometro.
Imediatamente um tubo de ensaio com CaCl, foi colocado na geladeira a 0°C e outro
no banho-maria a 70°C (Faria(a) 2000).

Apo6s 30 minutos as fatias foram retiradas com o auxilio das pingas e foi
feita a leitura da absorbancia das solu¢des a 540 nm no espectrofotdmetro (Faria(a)

2000).
6.2. Resultados

No espectrofotdometro foi observado o valor da absorbancia em cada

solucdo. Pode-se observar, os valores encontrados, através da Tabela.
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Tabela — Absorbancia média da Beta vulgaris em diferentes solucdes.

Absorbancia Absorbancia
Tratamento
Inicial (To) Final (T3)
0 0,04
CaCl; (1mM)
CaCl, (100mM) 0 0,005
EDTA (10mM) 0 0,06
CaCl, (10mM) 0 0,035
CaCl, (10mM)
0 1,00
(0°C)
CaCl, (10mM)
0 1,50
(70°C)

6.3. Discussao dos resultados

O funcionamento normal da membrana pode ser afetado por varios fatores,
incluindo a presenga de diferentes ions. Em geral, tém-se reconhecido que os cations
monovalentes aumentam a permeabilidade da membrana as substancias, enquanto os
cations divalentes ou trivalentes diminuem-na (Faria(a) 2000).

O célcio ¢ de importincia fundamental para a impermeabilidade e

seletividade da entrada e saida de solutos através da membrana. Foi observado no
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experimento que quanto maior a concentragdo de CaCl,, menor ¢ a absorbancia
medida no espectrofotometro (Faria(a) 2000).

Muitos autores realizaram diversos trabalhos com solugdes de calcio e
comprovaram a importancia do calcio na membrana. O célcio ajuda na manutencdo
das ligagdes entre as proteinas e a camada lipidica, tanto que usam o termo de
“membrana furada” na auséncia de célcio. Além disso, o0s pesquisadores também
concluiram que o célcio ¢ importante para evitar o efluxo de nutrientes (Malavolta,
1980).

O EDTA faz com que tecidos vegetais tenham sua capacidade de absorver
e reter solutos diminuida, exatamente pelo fato do EDTA agir como quelante,
retirando o calcio do tecido. Portanto, em solu¢do de EDTA observa-se um valor um
pouco maior na absorbancia (Faria(a) 2000).

A 0°C ¢ uma temperatura baixa em que produz cristais de gelo que
geralmente resultam em rompimento do protoplasma, causando danos as células e as
membranas, € consequentemente ocorre um aumento da permeabilidade (Faria(a)
2000).

Até 60°C ocorre um aumento da permeabilidade, mas neste ponto ocorre a
morte da maioria das células causando um aumento irreversivel na permeabilidade da
membrana. No caso do experimento, foi usada a temperatura de 70°C, portanto o valor

da permeabilidade foi muito alto, devido a morte das células (Faria(a) 2000).
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