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Electrodifusion

La electrodifusion es el proceso de transporte pasivo de
moléculas en funcion tanto de su gradiente de
concentracion (quimico) como de su gradiente eléctrico.
El flujo electroquimico de un soluto ionico esta dado por
la suma de los flujos eléctrico y quimico, de acuerdo con
la ecuacion de Nerst-Planck:

B RTdC FCdV
/= —u dx 2 dx




uuuuuuuuuu
CIENCIAS  pE 4 REPUBLICA
URY

dc av

—URT — — zFuC —
/=-u dx Zudx

Donde'

= flujo
u = movilidad del ion
R = constante universal de los gases (8,314 ] mol™* K~1)

T = temperatura absoluta (K)

dC
o = cambio de concentracion en el espacio
X



dC dv
] = —uRT — — zFuC —

dx dx
Donde:
F = constante de Faraday = Ny(e™) = 96458 C mol~?
z = Valencia del ion (Ej.: zZg+ = Zy,+ = —Zc1- = 1)
C = concentracion del ion
dV

7 = variacion del potencial eléctrico en el espacio
X
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A partir de la Ecuacion de Nerst-Planck, es posible obtener
el Potencial Electroquimico u, de una especie ionica:

Hy = Uo + RT In(Cy) + zx Fy

Donde:
U, = potencial electroquimico de la especie x
Lo = potencial electroquimico estandar
Y, = potencial eléctrico de la especie x
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Uy = U + RT In(Cy) + z, F1y

Notar que el sumando RT In(C, ) corresponde al potencial
guimico, mientras que el sumando z, Fy, corresponde al
potencial eléctrico de la especie idnica.

En particular, nos interesa conocer qué ocurre con el potencial
electroguimico de algun ion entre los compartimentos
Intracelular y extracelular cuando se esta en equilibrio.



En el equilibrio,

Uintracelular = Ui

Hextracelular = He
Hi = He
Uo + RT In(C;) + zFyY; = uy + RT In(C,) + zFy,
RT In(C;) + zFy; = RT In(C,) + zFy,
2Fp; — zF, = RT In(C,) — RT In(C;)




zF; — zFp, = RT In(C,) — RT In(C))
zF (Y; — ¥.) = RT[In(C,) — In(C})]

Ce
zFAY = RT In (—)
Ci

en el Equilibrio -
Ecuacion de Nerst

AY

RT (C) Potencial Eléctrico
= —In
ZF

1
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En condiciones fisioldgicas (celulas animales),
Na*], >» [Na™];

K*], < [K™];

Cl™ ], » [Cl];

Otros iones pueden afectar el potencial eléctrico de la
membrana plasmatica. Muchos de ellos no pueden atravesar la
membrana (permeabilidad nula), como los proteinatos
(proteinas cargadas negativamente).
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Factores gue afectan el potencial de la membrana plasmatica
de las celulas:

1) Difusidon pasiva electrogénica de iones (jprincipal!).
2) Condiciones estructurales de la membrana plasmatica.

3) Bomba de Na™ — KT ATPasa, canales idnicos,
transportadores.

4) Metabolitos intermediarios electroliticos.
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En el equilibrio, la suma vectorial de todos los flujos de todas

las especies ionicas debe ser 0. En otras palabras, |la
corriente neta de iones debe ser nula (Condicion de

Electroneutralidad).

¢ Por qué el Flujo es un vector?
n _)/
Lneta = EZiF]i =0
i=1
Esta sumatoria debe contemplar no solamente las
contribuciones pasivas (electrodifusion) sino también los
transportes electroquimicos activos (como el que realiza la

Bomba Na™ — Kt ATPasa).
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Por lo tanto,

Ineta — ZK+F]K+ + ZNCl+F]NCl+ + *ee + ZK+F(pK+ + ZNa+F(pNa+ — O

Donde,
©, = flujo activo de la especie x

Notar que el sumando z,+F ¢+ es la contribucion de la
Corriente Activa del cation K* a la corriente total, mientras
que el sumando z,+FJ .+ es la contribucion de la Corriente
Pasiva (Electrodifusion) del cation K™ a la corriente total.
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El flujo de una especie i10nica x esta dado por la Ecuacion de
Flujo de Goldman-Hodgkin-Katz (GHK):

Z,yFAV
ZyDx AV [X]e o [X]ie RT
Jx = RT ZxFAV
1 —e RT

Donde,
p, = permeabilidad de la especie x

La permeabilidad es una propiedad fisica que establece la
facilidad de las particulas para atravesar la membrana.
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La Ec. de Flujo de GHK es valida solamente bajo los
siguientes supuestos:

* La membrana es una sustancia homogénea.

* El campo eléctrico es constante tal que el potencial
transmembrana varia linealmente a lo largo de la membrana.

* LOos iones tienen acceso a las soluciones intra- y extracelular
Instantaneamente.

 LOS Iones permanentes no interactuan.

* El movimiento de los iones es afectado tanto por la
concentracion como por las diferencias de voltaje.



Ver tedrico de Potencial GIENEIRS  o2La ke300
de Membrana y clase de
ejercicios.

e
A partir de la Ecuacion de Flujo GHK se puede demostrar que

la diferencia de potencial de una membrana celular es:

AV ~ Eln (pK+ :K+: e TPNnqgt :Na-l_: e T Pci- [Cl_]i>
m F Pk+ :K+:i T PNat :Na-l_:i + Dci- [Cl_]e

Esta ecuacion se denomina Ecuacion de Voltaje de
Goldman-Hodgkin-Katz.
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En condiciones fisiologicas (Fig. 1 Anexo Practico 04),

P+ > Pnat

AV, o« E RTl K7 101 mV
0@ — —— - - ~ —
m Kt T n _K+_i m

En general, AV,, = E-;- por lo gue el anion cloruro esta muy
cerca del equilibrio electroquimico y suele despreciarse de la
ecuacion de Voltaje de GHK.

Incluyendo todas las contribuciones: AV,, = —94,75 mV.
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Contenido de la clase

 Analisis de datos.



Analisis de Datos

Evaluar y registrar los cambios en el Potencial de
Membrana (PM) de ceélulas de endotelio de cornea
bovina, generados por la adicidon de diversos agentes al
medio, mediante el analisis de imagenes fotograficas de
estas células, presentando posteriormente una posible
explicacion de los resultados obtenidos.
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Mediante el uso de un programa computacional se realizara el
analisis de las imagenes suministradas, registrandose los
cambios en el PM segun la variacion en la intensidad de |a
fluorescencia de las células.

Los cambios relativos al color seran cuantificados mediante el
uso de la opcion Histograma del software. Se graficara para
cada secuencia de imagenes fotograficas, la intensidad
de la fluorescencia versus el tiempo.




F.:
ELSEVIER

Esta actividad esta basada en el
trabajo: Chifflet, S., et al. (2003)!2.. Jo.s \,
Experlment l

El software a utilizar es Photopea®, CEI.I.i) RESEARGH
un editor de imagenes online. Los k.
diferentes sets de imagenes estan
subidos a una carpeta en la
plataforma EVA.

[2] Chifflet, S., Hernandez, J. A., Grasso, S., & Cirillo, A. (2003). Nonspecific depolarization of the
plasma membrane potential induces cytoskeletal modifications of bovine corneal endothelial cells in
culture. Experimental cell research, 282(1), 1-13.



https://www.photopea.com/
https://eva.fcien.udelar.edu.uy/mod/folder/view.php?id=65286
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¢, Como visualizamos las imagenes en el software?
1) Descargar las imagenes en la computadora.

2) Subir las imagenes al software. Pueden hacerlo a través de
la pestana “Archivo”™ — “Abrir’, o simplemente arrastrar la
Imagen desde la carpeta donde esta guardada al recuadro
Drop any files.



En esta actividad tomaremos la
iIntensidad de color rojo como una
variable asociada proporcionalmente al
cambio en el potencial de membrana

(AV,,).
El color rojo se debe a la presencia del
colorante anionico Oxonol V, cuyo flujo

se acopla a cambios positivos del
potencial de membrana.




De esta manera, cuanto mas rojo es la
Imagen (mayor intensidad), mas positivo
es el potencial de membrana
(Despolarizacion).

Por tanto, una péerdida de la intensidad
del rojo se asocia con un potencial de
membrana mas negativo.
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¢,Por qué usamos un histograma para cuantificar la
Intensidad?

La distribucidon espacial del Oxonol V en la imagen es
Irrelevante en este analisis.

Lo gque si interesa saber es la intensidad del color rojo como
una funcidon asociada al cambio en el potencial de membrana.
Dicha intensidad se toma a partir del promedio _de todas las
intensidades reqgistradas por unidad de pixel?.

El histograma registra el nimero de fotones por pixel?.
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Registrando la intensidad media de
fotones por pixel confeccionamos una
tabla de valores, asociandolos con el

tiempo correspondiente a cada imagen.

Para cada set de imagenes realizamos
el mismo procedimiento, graficamos

I vs.ty estudiamos el comportamiento
de la membrana en las diferentes
condiciones experimentales.




nnnnnnnnn
CIENCIAS  pE 4 REPUBLICA
UUUUUUU

Analisis de Datos: Serie 1

Intensidad de fotones/pixel vs. Tiempo (min)

80

. . . . ¢ Qué puede decir
- ’ respecto al efecto
ol de la Gramicidina
s o adiciom D en el potencial

" ‘ ﬁ Cramicidina de membrana?

0 0 10 20 30

t (rmin)
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La adicion de Gramicidina D al
medio de cultivo genera un cambio
en el potencial de membrana.

Dicho cambio implica una
Despolarizacion de la membrana,
es decir, se vuelve menos negativa
al aumentar la intensidad del color
rojo.

3/5/2023 Biofisica (2023)
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Steven P.(2017). N brane and Membrane Protein Dynamics
Studied with Time-Resolved Infrared Spectroseopy (Doctoral
dissertation, Massachusetts Institute of Technology, Department of
Chemistry).
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La Gramicidina D es un lonéforo, es
decir, una molécula que aumenta la
permeabilidad de los iones, en
particular, de los cationes
monovalentes, al integrarse en la
membrana plasmatica de las células.

Esto genera un aumento en las
permeabilidades tanto de Na*
como del K™,

Stevensen, P. (2017). brane and Membrafié Protein Dynamics
Studied with Time-Resolved Infrared Spectroseopy (Doctoral
dissertation, Massachusetts Institute of Technology, Department of

o Chemistry).
3/5/2023 Biofisica (2023) 33
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La Gramicidina D modifica las propiedades fisicas de la
membrana plasmatica, y por tanto, genera un efecto en la
permeabilidad de todos los iones.

X0 2
lI.).sS. & ——.'A’_.Qf"l.ll
=

S =
LAUSIRE — v"";"lr.l |
8,28 OTE

Nelson, et al. (2014). Gramicidin D enhances the antibacterial activity of fluoride. Bioorganic & Lundbaek, et al. (2005). Capsaicin regulates voltage-dependent sodium
medicinal chemistry letters, 24(13), 2969-2971. channels by altering lipid bilayer elasticity. Molecular pharmacology, 68(3),
680-689.
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Puesto que la membrana se
despolariza, su potencial tiende a
acercarse mas hacia el potencial de
equilibrio del Na™ (Ey,+~ + 55 mV)
que del K™ (Ex+~— 100 mV), a
pesar de que la Gramicidina D
afecta la permeabilidad de ambos
cationes.

¢,Por qué ocurre esto?

3/5/2023 Biofisica (2023)

Stevensen, P. (2017). brane and Membrafé Protein Dynamics
Studied with Time-Resolved Infrared Spegctroseopy (Doctoral
dissertation, Massachusetts Institute of Technology, Department of

Chemistry). .




La permeabilidad del Na* se ve mas
afectada que la del K*, ya que, en
proporcion, el aumento es mas
significativo para el Na™.

Un cambio en la permeabilidad de
los cationes afecta mas
permeabilidades bajas que
permeabilidades altas.

3/5/2023 Biofisica (2023)

Stevensen, P. (2017). brane and Membrafé Protein Dynamics
Studied with Time-Resolved Infrared Spegctroseopy (Doctoral
dissertation, Massachusetts Institute of Technology, Department of

Chemistry). 2
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Analisis de Datos: Serie 2

Intensidad de fotones/pixel vs. Tiempo (min) mseedifssggucﬁﬁ'o (',QUé puede decir
o sandentet) ] respecto al efecto
¢ ° . de la adicion de
s ’ Gluconato de K+
g ‘ en el potencial de
R . °  membrana? ;Qué
= 7 Se adiciona ocurre cuando se
‘ L al medio restituye el medio
- yol %€ Nact 20 30 de cultivo?
t (min)
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La adicion de Gluconato de
Potasio al medio de cultivo en
sustitucion del Cloruro de Sodio
genera un cambio en el potencial
de membrana.

Dicho cambio implica una
Despolarizacion de la
membrana, es decir, se vuelve
menos negativa al aumentar la
iIntensidad del color rojo.

3/5/2023 Biofisica (2023) 38



La Despolarizacion se debe a un
cambio en los potenciales de
equilibrio tanto del K* como del
Na*, ya que aumenta la cantidad
de K* en el espacio extracelular al
tiempo que disminuye la cantidad
de Na™. Los nuevos potenciales
electroquimicos de los cationes
generan que la membrana se
vuelva mas positiva.

3/5/2023 Biofisica (2023) 39



La introduccion de Gluconato de
Potasio al espacio extracelular
modifica los gradientes de
concentracion de ambas
especies ionicas.

En este caso, la despolarizacion o 9

de la membrana no depende de OH OH O

un cambio en las propiedades M

. HO _ o+
fisicas de la membrana : : O K
plasmatica. OH OH

3/5/2023 Biofisica (2023) 40



Al restituir las condiciones de
cultivo con Cloruro de Sodio, el
potencial de membrana tiende
a volver a un nuevo estado de
equilibrio, pero ahora a partir de
los nuevos potenciales
establecidos anteriormente por
la adicion de Gluconato de
Potasio.

3/5/2023 Biofisica (2023)
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Analisis de Datos: Serie 3

Se adiciona

Cloruro de Colina (,QUé puede deC”
Intensidad de fotones/pixel vs. Tiempo (min) al medio de cultivo respecto al efecto

en sustitucion del

. yact de la adicion de
y Gramicidina D en
80 . ¢ o el medio de
£ T cultivo? ¢Qué
: " | °  ocurre cuando se
= & ﬁ Se adiciona sustituye NaCl por
‘ D al medio Cloruro de Colina
" 10 20 0 en presencia de
t (min) Gramicidina D?
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El efecto inicial por la adicion de
Gramicidina D es analogo al de
la serie de datos 1: aumento de
la permeabilidad de los

cationes, generando una CHs
despolarizacion de la + | Cl™
membrana. HO\/I|\|—CH3

La posterior sustitucion de NacCl CHj

por Cloruro de Colina genera un
cambio en el potencial de Na™.



El cambio en el potencial de
equilibrio del Na™ modifica el
potencial de la membrana, el
cual volvera a un nuevo estado
de equilibrio a partir del nuevo
potencial de equilibrio del Na™,
tomando en cuenta tanto el
cambio en la concentracion
extracelular de Na™ como su
hueva permeabilidad.
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7 :
HO._—N-CHz C
CHa
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La adicion de Cloruro de
Colina también modifica la
concentracion extracelular del
anion cloruro, modificando su

potencial de equilibrio. . (PHS )
Este nuevo potencial de HO\/I|\|—CH3 Cl
equilibrio también tendra un CHj

efecto en el potencial de
membrana.




Resumen

La Ecuacion de Nerst-Planck permite estudiar el fenomeno de la
electrodifusion, es decir, el transporte pasivo de particulas
cargadas en funcion de su gradiente de concentracion (quimico)
y de su gradiente eléctrico.

La Ecuacion de Potencial Electroguimico permite obtener la
Ecuacion de Nerst para el Potencial Eléctrico de una especie
IOnica, estableciendo una relacion entre la diferencia de potencial
eléctrico y la variacion de concentracion entre compartimentos
Intracelular y extracelular.




Resumen

En condiciones fisiologicas, la difusidon electrogénica de las
especies ionicas permeables a la membrana es la principal
contribuyente a la generacion del potencial de membrana.

La condicion de Electroneutralidad establece que la corriente
neta de especies i0nicas entre el espacio extracelular e
intracelular debe ser nula. A partir de esta idea y la Ecuacion de
Fluo de GHK se puede demostrar la dependencia de la
diferencia de potencial de la membrana en funcidon de los iones
permeables a ésta (Ecuacion de Voltaje de GHK).




Resumen

En condiciones fisioldégicas, y dadas las relaciones entre
permeabilidades de los Iones principales, la diferencia de
potencial de la membrana es cercana al valor del potencial
eléctrico del K.

Diferentes agentes electrogénicos pueden modificar el potencial
de membrana, ya sea alterando sus propiedades fisicas (como la
Gramicidina D) o alterando las concentraciones de los iones
permeables principales (como el Gluconato de Potasio o el
Cloruro de Colina).
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