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Programa:
Parte tedrica
I. Transporte i6nico a través de membranas.

Introduccién. Transporte de tipo poro. Transporte de tipo portador. Caracteristicas de algunos transportadores
tipo. 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 cis-infinito. Flujo en direccion contraria. Modelos de transporte. Utilizacion de vesiculas
de membrana para estudios de cinética del transporte.

[Il. Métodos para medir transporte de iones.

Indicadores metalocrémicos. Consideraciones practicas. Medidas de H”, Mg2+ y Ca
fluorescentes: Quin-2, Fura-2, Indo-1.

IV. Técnicas para el estudio de canales i6nicos

Utilizacién de radioisétopos. Uso de electrodos de iones. Determinacion del potencial de membrana con
sondas espectroscopicas. Medidas de diferencia de potencial: pinzamiento de voltaje. Técnicas de cinética
rapida. Flow-quench. Stopped-flow. Filtracion rapida.

V. Ca® intracelular y sistemas de deteccion.

Introduccion. Papel del Ca® en la sefializacion celular: Células no excitables. Células excitables. Tipos de
oscilaciones de Ca*" intracelular. Métodos de visualizacion del Ca® intracelular. (1) Fotoproteinas: Definicion,
estructura de acuorina, método para medir la concentracién de proteina activa en la célula, localizacion de
acuorina en distintos compartimentos intracelulares y modificacién de su afinidad por el Ca* mediante el uso
de técnicas de biologia molecular. (2) Indicadores fluorescentes: deteccion intracelular. Ejemplo préctico:
deteccion simultanea de concentracion de Ca?" intracelular y localizacion de proteina quinasa C. (3) Proteinas
fluorescentes. Aplicacion 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.

VI. Estudio de transportadores modelo

Canales de K y arritmias cardiacas. Receptor de rianodina e hipertermia maligna. Canal de CI" y fibrosis
quistica. Glicoproteina-P (transportador ABC) y resistencia a drogas. Poro de transicién de_permeabilidad
mitocondrial y apoptosis. Acuaporinas. Receptores ionotrépicos P2X. Bomba de Ca® de reticulo
sarcoplasmico y fallo cardiaco.

* Indicadores

Parte préactica

Actividad de la bomba de Ca® de reticulo sarcoplasmico

Efecto activador de Ca®" sobre la velocidad de hidrlisis de ATP. Activacion por ATP: cinética. Inhibicion por
concentraciones elevadas de Ca®".

Estudio de las propiedades eléctricas de la célula: el cardiomiocito de ventriculo de rata como modelo. Efecto
de las concentraciones intra y extracelulares de Na*, K, Cl" y Ca®" sobre las distintas corrientes iénicas y
participacion de los distintos transportadores. Estudio de la contribucién del reticulo sarcoplasmico como
almacén intracelular de Ca®*. El modelo describe con precision el efecto de los distintos iones sobre el
potencial de accion cardiaco.

Objetivos pedagogicos:

Proporcionar una vision estructural y funcional del transporte iénico celular. Conocer con detalle algunos
transportadores y su relacién con procesos patoldgicos. Analizar estrategias para aislar y caracterizar
transportadores de membrana. Estudiar técnicas experimentales para medir el transporte idnico.

Bibliografia:
“Biomembrane Transport”, Lon J. Van Winkle, Academic Press (1999); “Cellular Calcium, A Practical
Approach”, edit. J. G. McCormack y P.H. Cobbold, IRL Press (1991); Trabajos seleccionados de revision.

Metodologia:



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

Criterios de evaluacion:
Aprovechamiento del curso tedrico-practico mediante prueba escrita y exposicion de un seminario de
investigacion relacionado con la materia



