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BIOFISICA |
Estructura de membranas biologicas

Objetivos: Conocer y comprender la estructura, formacion y estabilizacion de bicapas y
membranas a partir de las propiedades de sus componentes.

1.- Las moléculas apolares son aquellas que no contienen centros de carga eléctrica de
gran magnitud porque los atomos que forman sus enlaces son de similar
electronegatividad (por ej., C e H, ver tabla periédica ). Las moléculas polares, por
otro lado, contienen enlaces muy polarizados porque poseen atomos de muy distinta
electroafinidad (p. ej. Cy O 0 N) y esto a su vez causa interacciones fuertes con otras
moléculas polares o ionizadas.

a) Compare la estructura de los aminoacidos Leucina, Acido glutdmico e Histidina y
prediga su miscibilidad en H,O. Insertos en una proteina hacia donde estaran
expuestas sus cadenas laterales en:

- H0

- Un medio hidrofobico
b) Compare la estructura del etanol y el octanol y prediga su miscibilidad en H-O.
C) Seriale cuéles de la moléculas siguientes son polares o apolares y porque

CH;-CH,- CH,- CH,- CH,- CH,- CH,-COOH
Acido Octanoico

CH;-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CO-0-CH,

CHs;-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CO-0-CH

CH3-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CO-0-CH,

CH,OH 0
H
[ |
H 0 OH -0-P-0-C-H
|
0
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H-C-0—C-C-C-C-C-C-C-C-C-C-C-C-C-C-C-
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Las moléculas lipidicas son moléculas anfifilicas (0 sea, con afinidad con fases
acuosas y apolares). Los fosfolipidos tienen un gran centro polar por el que interactian
fuertemente con el agua (compare por ejemplo la estructura del &cido fosfatidico con
la del &cido octanoico y la del colesterol en el problema anterior). Asi, cuando un
fosfolipido puro (sélido) se pone en contacto con agua, se hidrata (a pesar de ser
insoluble en el agua) y esta hidratacién genera espontaneamente bicapas:

R
SELEBLALE AR IALAEAT AT EEEEANL

donde cada ( representa una molécula de fosfolipido
Sefale porqué esta estructura se llama bicapa y donde (y porqué) se ubicaria el agua.

Existen otras moléculas anfifilicas que tienen una sola “cola” hidrofébica. Entre estos se
encuentran los detergentes y los lisofosfolipidos. Estas moléculas pueden ilustrarse asi
y se dice de ellas que tienen forma “conica”. Cuando los detergentes se ponen en
contacto con agua no forman bicapas, sino micelas:

ol S

¢Por que?:

A diferencia de la forma “conica” de los detergentes, la mayoria de los fosfolipidos
tienen una forma aproximadamente “cilindrica”. ¢Porqué?.

De acuerdo a lo que hemos visto, la formacion de las bicapas se debe a dos causas, una
fisicoquimica y otra geométrica. Escribalas:

Las bicapas de fosfolipidos se cierran sobre si mismas para evitar contacto del agua
con los extremos apolares de la bicapa. Esto significa que los fosfolipidos forman
espontaneamente vesiculas selladas en las que el contenido acuoso interno no esta en
contacto con el medio acuoso externo. ;De donde proviene la energia para que los
fosfolipidos formen estas membranas?.
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Hydrophilic (white)

Ya que los fosfolipidos de las membranas son poco polares, las interacciones
(eléctricas) entre ellos son débiles, y por lo tanto a temperatura ambiente los lipidos en
la bicapa se mueven rapidamente. Por lo tanto el estado fisico de las bicapas a
temperatura ambiente ¢se parece a un sélido, a un liquido o a un gas?.

¢Qué ocurriria eventualmente con la estructura de la bicapa si la temperatura de la
misma se reduce muy por debajo de la temperatura ambiente normal (4°C)?

¢Qué clase de movimientos podria Ud. distinguir en cada molécula de
fosfolipido?.

a)
b)

c)
d)

¢Cual es muy improbable y porqué?

Ciertas proteinas asociadas a la bicapa se pueden extraer por medio de cambio en la
fuerza idnica del medio; en tanto otras proteinas s6lo pueden ser extraidas por medio de
detergentes. De acuerdo a esto Ud. puede predecir que tipos de interacciones establecen
con la bicapa ambos tipos de proteinas. Explique.

Discuta ademas cuales movimientos pueden realizar las proteinas de las membranas
bioldgicas

Las proteinas son largas cadenas de aminoacidos ordenados en una secuencia
especifica. El dibujo muestra un modelo de cierta proteina intrinseca en una membrana
que atraviesa dos veces la membrana. ;Qué rasgo fisicoquimico espera Ud. encontrar en
los aminoacidos que atraviesan la membrana?

¢A qué se refiere lo de hidrofilico (blanco) en el dibujo?

Extracellular

I
URERLERYY (RERLRL

Cytoplasm
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Al purificar por primera vez tres proteinas de membrana desconocidas se encuentra
que todas ellas tienen aproximadamente la misma proporcion de aminoacidos apolares
y polares. En una de ellas la secuencia de aminoacidos presenta 4 segmentos
constituidos principalmente por aminoacidos apolares, lo que no se encuentra en las
otras dos proteinas. Una de estas dos posee una cadena de hidratos de carbono. ¢Qué
hipdtesis podria Ud. proponer respecto a la localizacion de estas proteinas en la
membrana?
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BIOFISICA 11
Transporte y Potencial Electroquimico

Explique que se entiende por difusion, y cuél es en ultimo término la fuerza que lo
impulsa. Diga que factores influyen en general en la velocidad de difusion de las
moléculas que se encuentran en solucién.

¢Cuéles de los siguientes procesos de transporte se debe a difusion y porqué?:

i.- percepcidn del olor a pan tostado que proviene de la cocina (¢;qué es lo que “mueve”
la fragancia desde la cocina hasta donde uno se encuentra?).

ii.- ¢Qué es mas parecido a difusion: el movimiento de personas que viajan en buses, o
el movimiento de personas que salen de un cine?

Explique cuales son los dos factores que participan en el caso particular de la difusion
en membranas bioldgicas. ¢Qué moléculas atraviesan mas rapido una bicapa? ¢Cuéles
lo hacen mas lentamente?

Supongamos un sistema de dos compartimentos que contiene una cantidad de
moléculas de un gas en el lado 1 pero ninguna en el lado 2. Las moléculas se mueven
al azar, por lo que pasaran a través del area de paso. Eventualmente habra el mismo
namero de moléculas en ambos lados y en ese momento no habré transporte neto ni
ningln cambio macroscopico en el sistema: se alcanzé el equilibrio (macroscépico).

La ecuacion que describe el fendmeno es la ecuacion de Fick.

ds= -DA .dc
dt dx

La velocidad (moles/seg) de transporte neto en la direccion 1 - 2 es proporcional a:

- La cantidad de moléculas en 1 (si/no)
- La cantidad de moléculas en 2 (si/no)
- El gradiente (cambio por unidad de distancia) en cantidad

en 1 respecto a 2 (si/no)
- El area del agujero (si/no)
- La temperatura del sistema (si/no)
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a) ¢Cuanto vale Ap para la situacion en A para moverse de 1 a 2?
b) ¢Cuénto vale Ap para la situacion en A para moverse de 2 a 1?
c) ¢Cuénto vale Ap para la situacion en B?

El transporte neto 1 - 2 cesaria cuando: (hombre dos causas posibles)

a)

b)

4.- Identifique el gréafico que expresa como cambia la velocidad (moles/seg) de transporte a
través del agujero del sistema anterior cuando se utilizan distintas concentraciones
iniciales de gas en 1; [gas] (numero de moles por unidad de volumen).

Vincial Vinicial Vinicial
[gas] [gas] [gas]
Vinicial Vinicial
[gas] [gas]

De acuerdo a su respuesta, en cualquier proceso de transporte causado por difusion la
dependencia entre velocidad de transporte y concentracion de sustancia,



b)
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Al agregar vesiculas de membrana (de eritrocitos) a un medio infinitamente grande
que contenia una concentracion igual a 10 mM de un sustrato X, se encontr6 que la
concentracion de X variaba de la siguiente manera con el tiempo en el interior de las

vesiculas:

[Ci]
tiempo| [X],
(min) | mM

0 0

1 0.9
2 1.82
4 3.3
8 5.5
15 7.8
25 9.2
40 9.8

fiempo
Grafique esta relacion. Explique la forma de la curva ¢porqué se llega a un valor
limite? ;Cémo cambia el flujo neto durante el curso del experimento?. Porqué?

En la tabla se resume los resultados de experimentos en que se midio el flujo (en
moles/cm? min) de un sustrato X al interior de hepatocitos a distintas concentraciones
externas de X ([X], en mM):

Grafique los datos y proponga una explicacion sobre el mecanismo por el que X
ingresa a la célula.

Calcule el valor de P recordando que mM = moles e 10°
cm’e 10°
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J
[X] Flujo
2 0,19
4 0,37
8 0,77
12 1,15
[X] (mM)
7.- Desde hace unos 50 afios se ha convenido que el siguiente mecanismo es un buen

modelo cinético para el transporte mediado (C representa al transportador, S al soluto
transportado libre y CS al complejo transportador.sustrato):

Ce «——— Ci

I

CeS «— CiS
Esquema cinético

Describa cada etapa de este mecanismo.

a) Explique el origen de la saturacion en el transporte mediado de acuerdo a este
mecanismo.

b) El transportador posee un sitio especial para unir el soluto (en ese sitio se forma el
complejo transportador.soluto). Por afinidad se entiende la “fuerza” con que el sitio une
al sustrato, y por especificidad se entiende la capacidad del sitio de unir al soluto y no
otras moléculas. ¢Qué ocurriria con el transporte del soluto si el transportador tuviera
infinita afinidad por el soluto?. ¢si la afinidad fuera cero?

C) Escriba la ecuacion del Ap para este proceso. Explique.
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¢Como es posible que en un proceso que transporta soluto, contragradiente, éste se
verifique a través de un sistema de transporte activo? ;Que rol cumple la proteina
transportadora?

Escriba un esquema cinético que describa un ciclo de la (Na'-K")ATPasa. Explique
cada una de las etapas.

En ciertos epitelios, la glucosa es transportada activamente por un sistema
secundario.

Escriba un mecanismo detallado para el cotransporte Na’-glucosa y explique sus
diversas etapas. Incluya un esquema cinético

Escriba la ecuacion del A para este proceso. Explique.
Como es la ecuacion del Ap en el equilibrio.

10
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BIOFISICA 111
Electricidad |

OBJETIVOS:

Hacer ejercicios de fuerza eléctrica, ley de Coulomb, campo eléctrico, potencial
eléctrico, capacidad, ley de OHM vy circuitos RC.

Discutir y reafirmar los conceptos tedricos entregados en clases

A: Ley de Coulomb .

Cuando se consideran dos cuerpos cargados (supuestos puntuales), la intensidad de las fuerzas atractivas o
repulsivas que se ejercen entre si es directamente proporcional al producto de sus cargas e inversamente
proporcional al cuadrado de las distancias que las separa, dependiendo ademas dicha fuerza de la naturaleza
del medio que les rodea.Como fuerzas de interaccion, las fuerzas eléctricas se aplican en los respectivos
centros de las cargas y estan dirigidas a lo largo de la linea que las une.

La expresion matemaética de la ley de Coulomb es:

_ . aq
SR g e B
= ."'2

K =8,9874 - 109 N - m2/C2

en donde g y g' corresponden a los valores de las cargas que interaccionan tomadas con su signo positivo o
negativo, r representa la distancia que las separa supuestas concentradas cada una de ellas en un punto y K es
la constante de proporcionalidad correspondiente que depende del medio en que se hallen dichas cargas.

1.- Un atomo de hidrogeno estd formado por un protdn y un electron que se mueve en
torno a él; sabiendo que sus cargas, iguales y de signo contrario, equivalen a

1,6 - 10-19 C y que la intensidad de la fuerza atractiva que experimentan es de
8,2 - 10-8 N, determinar el valor de la distancia media que los separa (radio de Bohr).

11
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B. Campo Electrico

El campo eléctrico asociado a una carga aislada o a un conjunto de cargas es aquella regién del espacio en
donde se dejan sentir sus efectos. Asi, si en un punto cualquiera del espacio en donde esta definido un campo
eléctrico se coloca una carga de prueba o carga testigo, se observara la aparicion de fuerzas eléctricas, es
decir, de atracciones o de repulsiones sobre ella. La fuerza eléctrica que en un punto cualquiera del campo se
ejerce sobre la carga unidad positiva, tomada como elemento de comparacién, recibe el nombre de intensidad
del campo eléctrico y se representa por la letra E. Por tratarse de una fuerza la intensidad del campo eléctrico
es una magnitud vectorial que viene definida por su médulo E y por su direccién y sentido.

F
E=_
o
Michael Faraday, quién no tenia una formacién matematica describié el campo eléctrico por medios de lineas

de campo que son imaginarias y que tienen las siguientes propiedades:

e Latangente a una linea de fuerza en un punto cualquiera tiene la direccién del vector intensidad del campo
eléctrico E.

e Las lineas de fuerzas salen de cargas positivas (+) y llegan a cargas negativas (-).

e Las lineas de fuerza muestran la trayectoria que seguiria una carga de prueba si se le dejara libre.

e Las lineas de fuerza se dibujan de modo que el N° de lineas por unidad de area transversal sea proporcional
a la magnitud del campo eléctrico (E), en otras palabras significa que cuando E es grande, éste se ilustra con
lineas de fuerzas muy cercanas unas de otras.

2.- Dadas las siguientes configuraciones de cargas eléctricas (figura 2A y 2B) dibuje las
lineas de campo respectivas y el vector intensidad de campo eléctrico:

o o [ o
(+) ) () (+)

A B

3.- Dos cargas puntuales se encuentran en el eje de las X. Una de ellas de
magnitud g; = 15x 10° Cestda2 m y laotra g, = 6 x 10° C, esta en el origen.
a) ¢Dénde debe situarse una carga g, positiva, de manera que la fuerza resultante

sobre ella sea cero?
b) ¢Cuanto vale el campo eléctrico en un punto equidistante a ambas cargas?

4.- Dos cargas puntuales de magnitud 2 x 107 Cy 8 x 10® C estan separadas 12 cm.
a) ¢Qué campo eléctrico produce cada una en el sitio en donde esta la otra ?

b) ¢ Qué fuerza actua sobre cada una ?

C) ¢En qué punto situado en la misma linea en que estan las cargas, el campo

eléctrico es nulo?

12
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C. Potencial Eléctrico.

Del mismo modo que se introduce la nocion de intensidad de campo eléctrico E para referir las fuerzas
electrostaticas a la unidad de carga positiva, es posible hacer la misma operacidn con la energia potencial. Si
se desea comparar, en términos de energias potenciales, un punto de un campo eléctrico con otro, sera preciso
utilizar en todos los casos como elemento de comparacion una misma carga. La mas sencilla de manejar es la
carga unidad positiva y su energia potencial se denomina potencial electrostatico. Surge asi el concepto de
potencial electrostatico V en un punto P como la energia potencial eléctrica que poseeria la unidad de carga
positiva situada en dicho punto del campo.

Por analogia con la intensidad de campo, la expresion del potencial sera:

Por tratarse de una energia por unidad de carga, el potencial serd una magnitud escalar cuya unidad vendra
dada por el cociente entre el joule (J) y el coulomb (C). Dicho cociente recibe el nombre de volt (V).

Las cargas positivas se desplazan espontaneamente por un campo eléctrico de los puntos de mayor potencial a
los de menor potencial, del mismo modo que los cuerpos con masa caen desde los puntos de mayor altura. Las
cargas negativas lo hacen en sentido contrario. Esta propiedad de la magnitud diferencia de potencial como
responsable del sentido del movimiento de las cargas en el seno de un campo eléctrico puede ser deducida
combinando las ecuaciones. El resultado es la nueva expresion:

v = Vifinal)—Vinicial = 208D -qu (nicial) _ %

5.- Se tiene una esfera conductora, cargada con 100 uC de carga positiva (+). Los puntos
A, B, C estan a las distancias que se indican.

C

! A B OC= OB=20cm
OA=10cm
a) ¢Cudl es el valor del potencial eléctrico para puntos Ay B?

b) ¢ Cual sera el trabajo para mover una carga de 50 uC

i) desde el punto B al A
ii) desde B a C?

13




a)
b)

c)
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BIOFISICA IV
Electricidad 11

D. Capacidad y Condensadores
Un condensador es un elemento que tiene la propiedad de almacenar energia, en este caso energia
eléctrica. El dispositivo mas simple consiste en dos placas conductoras paralelas separadas por una
cierta distancia. La capacidad de un condensador se define como la razon entre la magnitud de la carga
y la diferencia de potencial aplicada al cuerpo.

C=Q/NV
En el caso de placas paralelas la capacidad sera:

C=e0xKxA/d K = cte. dieléctrica

La energia eléctrica almacenada en el condensador equivale al trabajo eléctrico para cargarlo y queda
disponible una vez que el condesador se descarga.

U elec. = C x V32

Se tiene dos placas planas paralelas de 4rea 10 cm? y separadas por 1 cm. Las placas
estan cargadas con 5 uC cada una y polaridad opuesta.

¢Cual sera la intensidad de campo eléctrico en un punto a 3 mm de la placa positiva?
¢Cual sera la fuerza sobre una carga de -2 uC puesta en ese punto y en que direccion
actuara?

Calcular el trabajo necesario para mover la carga de un i6n desde una placa a la otra
(carga del electrén: 1,6x10™° C). Y en sentido opuesto.

Calcular la diferencia de potencial eléctrico entre las placas.

Una célula tiene un didmetro aproximado de 50 um. Si se sabe que su membrana celular
tiene una capacidad de aproximadamente 1 [pF/cm?] y que se encuentra depolarizada por
un potencial de 80 [mV]. 1 [uF/cm?] = 0.01 [F/m?].

¢ Cudl es la capacidad de la célula?

¢Cual es la carga necesaria para que adquiera su potencial de

membrana?

¢A cuantos moles corresponde esa carga?

¢Cuanto cambia la concentracion interna sabiendo que en el axon hay 15 mM Na*
interno?

14
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Suponga Ud. que esta estudiando las propiedades eléctricas de una membrana bioldgica,
por ejemplo la membrana de un axén gigante de calamar. De la expresion general que
define la capacidad de un condensador de placas paralelas, y en base a los siguientes
datos experimentales:

€0 =8.85x 10 2 F/m, K = 2.3 (bicapa de fosfolipidos), | = 5cm largo del axén,

r = 320 um (radio del axdn), d = 20 °A (espesor de la membrana). Calcular tedricamente
la capacidad de la membrana (Cm) del circuito equivalente de una membrana biologica.

Cm

E. Corriente eléctricay Ley de OHM

La presencia de un campo eléctrico permanente en el seno de un conductor es la causa del movimiento
continuado de las cargas libres. En un conductor metalico los portadores de carga son los electrones (-), por
lo que su desplazamiento se producira del extremo del conductor a menor potencial hacia el extremo a mayor
potencias, o en términos de signos desde el polo negativo hacia el positivo. En una disolucion salina los
portadores de carga son iones tanto positivos como negativos. La importancia de dicho transporte en
términos de cantidad se expresa mediante la magnitud intensidad de corriente eléctrica que se define como
la carga total que circula por el conductor en la unidad de tiempo. En forma de ecuacion se puede escribir
como:

La unidad de intensidad de corriente en el Sl recibe el nombre de ampere (A) y equivale a un transporte de
carga que se produzca a razén de 1 coulomb (C) en cada segundo (s), L A=1C/s.

carga =9

Intensidad = —
tiermpo ¢

En 1826 Georg S. Ohm, lleg6 a establecer que en los conductores metalicos el cociente entre la diferencia de
potencial entre sus extremos y la intensidad de corriente que lo atraviesa es una cantidad constante, o en otros
términos, que ambas magnitudes son directamente proporcionales. Esta relacion de proporcionalidad directa
entre potencial e intensidad recibe el nombre de ley de Ohm.
La expresion puede escribirse, haciendo intervenir a la resistencia, en la forma:

15
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4.- a) Para un circuito que posee dos resistencias en serie: Calcule i1, Req, Vab, Vbc, Vac
- a
i1 ——
47 Q2
b
V=T
68 (2
C
b) Para un circuito que presenta dos resistencias en paralelo: Calcule i1, i2, i3, Req, Vab,
Vcd.
a d

% L

syl ‘3l R, = 47Q $ Ry 680

F.- Circuito RC y constante de tiempo (z).

Los circuitos RC son la asociacion entre una fuente de energia, resistencia y condensador, a diferencia de los
circuitos clasicos antes estudiados, la corriente que circula por el circuito RC no es constante en el tiempo. Cuando se
conecta un condensador descargado a dos puntos que se encuentran a potenciales diferentes, el condensador no se
carga inmediatamente sino que adquiere cierta carga por unidad de tiempo que depende de la resistencia (R) y la
capacidad de los condensadores presentes (C). El producto RC se llama constante de tiempo (t) y se define como el
tiempo necesario para que el condensador adquiera el 63 % de su carga final. Esta constante es una caracteristica
intrinseca del sistema.

16




a)
b)

c)
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E
a A A A b
1
+og L
\A’E—__— -?1 __C
1

C

En el circuito de la figura anterior R= 1 x 10 ® Q (IMohm) y C= 10 pF (10 x 10 ° F),
calcular, la constante de tiempo del circuito.

¢Como podria Ud. Modificar la constante de tiempo en su circuito?

Escriba la expresién para la corriente | en funcion del tiempo

Escriba la expresion del voltaje del condensador (\V¢) en funcion del tiempo

17
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BIOFISICA YV
Excitabilidad I: propiedades eléctricas de la membrana.

Obijetivos: Entender como se genera el potencial de membrana en reposo y en actividad.

1.- Imagine dos soluciones de KCI en agua, 100 mM (interna) y 10 mM (externa),
separadas por una barrera no selectiva. Se abre una compuerta lo que permite la
difusion de los iones.

a) A 25 °C, ;Cuéanto es la diferencia de potencial quimico para cada i6n entre ambas
soluciones?

b) ¢Qué condicidn general se cumple en equilibrio en esta condicion?

2.- Ahora reemplace la separacion del ejercicio anterior por una bicapa de fosfolipidos que
contiene canales selectivamente permeables al K+.

a) ¢ Qué efecto eléctrico ocurre?.

b) ¢Qué sucede con la diferencia de potencial electroquimico en el equilibrio?

18
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d) ¢Qué entiende por potencial de equilibrio del i6n permeante?

3.- Calcule el potencial de membrana (Vm= Vi-Ve) si el gradiente de KCI (i/e) es 10 la t°
20°C, y la membrana es:

Condicién

Vm(Vi-Ve)

permeable de igual manera a ambos iones

impermeable a Cl

impermeable a K+

impermeable a ambos

4.- ¢Cuanto trabajo eléctrico habria que hacer para llevar K*, CI" o Ca™ por mol del
compartimento externo al interno para una diferencia de potencial (Vi-Ve) dada en la
tabla:

(Vi-Ve)

Ca'?

0

0,1

-0,1

5.- Las células nerviosas gigantes de Aplysia (un caracol de mar) tienen las siguientes
concentraciones (en mM) correspondientes a los medios intra y extracelulares:

lones Extracelular |Intracelular

Sodio 337 50
Potasio 6 168
Cloruro 340 41

19
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b)
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Escriba el A;_L para el Na" y luego calctlelo para Vm=-60mV

¢Cudl es el potencial de membrana suponiendo que la membrana celular ( M) de la
Aplysia tiene los siguientes comportamientos? Justifique su respuesta.

i) ES S610 Permeable @ Na'..........cccovovveeeeeiieecee et

ii) M s SO10 permeable @ K. .....cooovceieceicee e

iii) M es permeable de igual manera a Na" y K", pero impermeable a CI':
Pk:Pna:Pci=1:1:0

En la situacion b(iii);Cual es la corriente neta en estado estacionario y cual(o cuéles) de
los iones permeables esta(n) en equilibrio?

Las concentraciones ionicas para un axon de jibia son (en mM):

interna externa
Na 50 440
K+ 400 20 Temperatura
ClI- 40 540 —

La razon de permeabilidades en reposo es Pk : Pna: Pci=1: 0.03: 0.1
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Calcule el potencial de reposo.

¢Qué ocurriria con el potencial de membrana si en un instante dado, la permeabilidad al
ion Na" fuera mucho mayor que la del ion K*. En el potencial de accion la razon de
permeabilidades cambia a:

Pk: Pna: Pcr:1:15:0.1

¢Cuanto es Vm?

En experimentos de canales ionicos de sodio provenientes de cerebro de rata tiene un
canal que cumple con la Ley de Ohm en un rango potencial 100 mV, en soluciones
simetricas de sodio 100 mM.

¢Cuadl seria su gréafica para i (intensidad de corriente) versus potencial?

¢Que representa la pendiente en el gréafico?

¢Qué cree usted que sucedera con la pendiente si se aumentan las concentraciones?

VAV Conductancia

21



Fisiologia Integrada, Programa de Fisiologia y Biofisica, ICBM, Universidad de Chile.

d) ¢Como construiria un grafico de conductancias versus concentracion del i6n
transportado?

e) ¢ Qué ecuacion da cuenta de este comportamiento?

8.- En un experimento se registra a 25° C la actividad de un canal Unico en una bicapa

artificial de lipidos que separa 2 compartimientos A y B con soluciones con la
composicion indicada:

AM) | B(M)
0.1 NaCl 0.01 NaCl
0.05 K,SO,4 0.11 K,SO,4
M: Molar

Se obtienen las siguientes mediciones de corriente a través del canal abierto:

V(B-A) (mV) |i (pA)
120 18 Dibuje_ una curva de corriente vs
80 14 potencial 'y explique su .f,orma e
20 _1’0 intercepto. Determlr_1e que i6n es el
10 _0’5 portador de la corriente. Calcule la

' conductancia del canal.

40 -0,2
80 0,2
120 0,6
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BIOFISICA VI
Excitabilidad I1: potencial de accion

Objetivos: Visualizar las membranas bioldgicas como circuitos eléctricos y entender los
mecanismos utilizados para transmitir informacion.

El axon gigante del calamar ha sido un modelo fisiolégico de origen marino de
gran importancia para entender los potenciales de membrana de células y los
potenciales de accion. Su gran tamario (0,2-1,0 mm diametro y 5-10 cm de largo)
permite la insercién de electrodos nara medir potenciales intracelulares.

1.- Si en una seccion del axdn gigante Ud. lo estimula con un pulso cuadrado de corriente, la
respuesta eléctrica de la membrana se muestra en la siguiente figura:

Im (uA)

t/RC,E, B

Vm (mV)

L e
. : :
. . ) :
96 o
: ..ﬁ.....__
-1(])-40—00—? .
| ! | ! | ' | ! | ! |
0 20 40 60 80 100
TIEMPO (ms)

23



Fisiologia Integrada, Programa de Fisiologia y Biofisica, ICBM, Universidad de Chile.

a) ¢Qué es la constante de tiempo? Determine en forma aproximada el valor de la
constante de tiempo (tr, ) a partir de los datos suministrado en el grafico Vm v/s tiempo.

b) ¢Qué pasa con la respuesta en B'y C. Sefiale el significado de la constante de espacio.

2.- En la figura adjunta se muestra la respuesta de un axén (400 um de didmetro a 18.5°C
de temperatura) a un estimulo supraumbral registrado en electrodos colocados en
diferentes posiciones (1, 2, 3, 4). La distancia entre los electrodos1,2 y 3 es de 1,2 cms.

1 2 3
V(mV)
1 54

Y e P R T
4
gn B L L 1

il [ " 3

Tiempo(ms)
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b)

d)
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Calcule la velocidad de propagacién en estas condiciones

¢Aumenta o disminuye la velocidad propagacion si el diametro del axén fuera la mitad
del mostrado? ¢Por qué?

En el electrodo en posicion 1, identifique a que corresponde la parte inicial de la
respuesta

En el electrodo en posicion 1, ¢Cual seria la respuesta a un estimulo subumbral?.
Dibuje la respuesta esperada y justifique su respuesta
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3.- Relacion de las conductancias de sodio y potasio con el potencial de accion.

En la figura se muestra que en reposo el potencial de membrana medido es de -60 mV
mientras que después de una breve estimulacién sube de -60 a sobre +40 mV.

\/ ()

+50 T

=
)
W

t(mep)

a) ¢A qué potenciales se aproximan los potenciales extremos medidos?.

b) Identifique en su gréafico el

- Potencial de accién
- Conductancia al sodio (gna)

- Conductancia al potasio (gk)
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d)

f)

9)

h)
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Si la solucidn externa se cambia a agua de mar artificial donde el NaCl se reemplaza por
cloruro de colina, no se observan efectos sobre el potencial de reposo pero el nervio no
genera potenciales de accion al ser estimulado. ¢(Cuél es la razon de ambas
observaciones?

Explique en que etapas del potencial de accion estan involucradas las corrientes de
sodio.

Cuales son las caracteristicas de los canales de sodio que dan cuenta de su funcién en
el potencial de accion?

Nombre un bloqueador de las corrientes de sodio y explique como afectaria el
potencial de accion. Superponga en el grafico la respuesta en esta condicion.

Nombre un bloqueador de las corrientes de potasio y expliqgue como afectaria el
potencial de accion. Superponga en el grafico la respuesta en esta condicion.
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ANEXO. Trabajo practico autovalente: potencial de accion
(Profs. Jorge Hidalgo T. y José Luis Liberona)

TRABAJO PERSONAL EN COMPUTADOR

Simulacion del potencial de accion en axén de calamar.

En este trabajo practico Ud. usara los programas de emulacion de las propiedades de
excitabilidad en un axdn gigante de calamar disefiados por el Dr. Francisco Bezanilla (UCLA)
y que estan disponibles a través de una pagina web en nuestra facultad.

El montaje experimental simulado corresponde al usado por Hodgkin y Huxley en un axén de
calamar instalado en una camara donde se pueden insertar microelectrodos o bien
macroelectrodos internos tanto para medir potencial como para pasar corriente, controlar la
composicion ionica del medio externo e interno y disminuir la resistencia axial. En vez de
usar un axoén real, haremos fisiologia virtual. Mediante Internet Explorer inicie una sesion
en la siguiente pagina web:

http://docencia.med.uchile.cl/electrophysiology
http://nerve.bsd.uchicago.edu

La pagina de inicio desplegara el siguiente contenido:

¥ Simulations of ion channels and excitable membranes - Netscape [_ O] =] I
File Edit wiew Go Communicator Help

i - o A s == =5 (= =3 1
= Back =Gty Reload Harne Search MNetscape Print Security Shop Stop

T o Moticias by Stuff Internet 4 Lookup Ff MNewiCool RealFlayer

7| =i Bookmarks & Loosiion:[iile /E|/Electrophysiology/wwwroot/ default htm ~ | &7 What's Related

_ ELECTROPHYSIOLOGY

arrd The Molfecwular Basis af Excitabifify

THE NERVE The Nerve Impulse This is a brief Textbook that covers the basics of the
IMPULSE = ma= = - = = = = = =

gy initiation and propagation of the nerve pul equivalent circuits with
reference to ionic conductances. Voltage dep dent conduct es are I
3 exy d on the basis of singl 1 1 properties. The text contains links to
i.] the simulation programs

Nerve Impulse T.aboratory Manual Experiments using the NERVE program

Simulation Programs

Diffusion g o Membrane

NERVE = NERVE IIGHT (for old b

browser and/or low

memoryy) I

" Yoltage dependent K F -:‘ Sodium Channel
g Channel | Simulation
il

2| Model of the Shaker K
channel voliage sensor

— — — —| Equivalent Circuit of
_— The Axon

Contact me for comments or questions: thezanili@ucla edu.
Thank vou for using these programs.

F. Bezanilla

(C) F. Bezanilla, 1998,1999,2000

&M

= (== | |Document Done
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EXCITABILIDAD EN EL AXON GIGANTE DE CALAMAR
En la pagina de inicio seleccione el programa NERVE. Esto lo llevara a la siguiente pantalla:

+';1v Propagated Action Potential - MNetscape

File Edit Miew Go Communicator Help
< @ 3 3 - = & B @
Back Famard Reload Hame Seaich  Metscape Print Security Shop Stap
L." Moticias D" by Stuff Ihstant Message Interhet L." Lookup L." MNewtCool RealPlayer
w‘thookmarks \& Locatlon:Ihttp://docencla.med.uchlle.clz’electrDphyslology.fnerveltmervelt.hlml ;I @' what's Related
-

Yariables to Plot| stimulus | axon parameters [Concentration
V¥ wst -Propagated AP

¥ ¥s ¥ -Propagated AP

STOP -Propagated AP

brane AP

Voltage Clamp RESET parameters hd
4] d

= == | Applet Merve runhing

En la nueva pagina haga click sobre el recuadro que dice "MEMBRANE AP*. Se abrird una
nueva ventana con el curso temporal del potencial de membrana en el axén de un calamar
sometido a un pulso de corriente despolarizante. Note y familiaricese con las dimensiones
usadas para tiempo, voltaje y corriente en los respectivos ejes del gréafico.

M. Membrane Action Potential o =] 3
ol TART-F2| Awon-F6 pulses-FTICONC-FS Var ToplobF8 | IHELPi | Superimnose SAVE 5
T=0.04 ms =
W=-60.84 my
Irm=0.0 rmAicm 2
60— 1.4
40 1.0
i)
20 4 05
Irn
(1 0o
-20 -0.4
-40 L-1.0
-60 | ]
B 1 1 1 1 1 1 1 1 1 20
0 1 2 3 4 fimeim 6 7 ] 9 10
EIUnslgnedJavaAppletW\nduw
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Active las ventanas correspondientes a "AXON" y "PULSES" donde va a poder hacer
cambios ya sea en las dimensiones y propiedades del axén y/o en el protocolo de
estimulacion.

[N Axon Paramoters ______________________MEEIE]|
DEL&Y PULSE 1 PULSE 2 PULSE 3 SxonlRaiameters
armplitude (uAy [1o.0 oo Jo.o
. = 2380 1200
Suration (ms) [o.z5 EES B5 [o-zs Rai""%‘lj;‘lhf Defaut M ONa (mSfcm2) W | Defaul
4 v “ v
= 8.5 = |26.0

Int R {ohrm crmj: B Default Max gk {(mSicm2) v | Defaul

. PN — l_, f 1 o

Ternperatureici= |53 v Defquip  MaExolimSicmz= |0.3 v || Defaul
o | »|| o »||

" Ideal Channels
® Monideal Channels

Total Time gms) Jhoo

ﬁ| Unsigned Jawva Applet Window

@| Unsigned Java Applet Window

Facilite su trabajo ajustando el tamafio de las ventanas con los pardmetros para Membrane
Action Potential y Pulse Protocol de tal modo que queden visibles las tres ventanas sin
superponerse. Note que los cambios en los parametros se validan sélo después de apretar
la tecla ENTER o Intro.

.- LATENCIA Y UMBRAL DE EXCITACION.

Aunque la amplitud del potencial de accion es en general independiente de la intensidad del
estimulo, muchas de sus otras propiedades no lo son. En particular la latencia , que es la
demora temporal desde el comienzo del estimulo hasta el pick del potencial de accion, es
funcién de la amplitud del estimulo. Mientras mayor es el estimulo, menor es la demora entre
el estimulo y la sefial del potencial de accion. En los siguientes experimentos propuestos Ud.
podra investigar la respuesta activa frente a distintas maneras de modificar la intensidad del
estimulo.

a)Experimento de variacion en la intensidad de un estimulo.

En la ventana de "PULSE PROTOCOL" seleccione el casillero de amplitud para "PULSE 1",
cambie su valor preestablecido de 10 A por1l A, al apretar la tecla ENTER se ejecutara su
experimento. Repita el experimento aumentando el valor de PULSE 1 enpasosdel A
hasta volver a 10 A (¢, Qué pasa con valores mayores de 10 A?).

b)Experimento de variacion en la duracién de un estimulo.

Nuevamente en la ventana de "PULSE PROTOCOL", seleccione el casillero de amplitud para
"PULSE 1", cambie su valoral Ay varie el valor presente para su duracion (en
incrementos de 0.5 milisegundos) todas las veces que sea necesario para obtener nuevamente
un potencial de accién.

Anote sus observaciones:
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Il.- PERIODO REFRACTARIO.

Durante varios milisegundos después del disparo de un potencial de accion, es imposible
evocar otro potencial de accion no importa cuan grande sea el estimulo despolarizante; en
otras palabras el axdn es refractario a los estimulos durante ese tiempo.

Experimento con dos pulsos separados por un intervalo de tiempo variable. En la ventana de
"PULSE PROTOCOL" haga los siguientes cambios:

. Pulse Protocol
DELAY FPULSE 1 FPULSE 2 FPULSE 2

Arnplitude (1A | 100 | 0.0 | 10.0

Diuration (ms) | 0.25 | 0.25 | B0 | 0.25 \

Total Tirme (ms) 20.0

Ilﬁ?l [Unsioned Java Applet wWindows

() En el tiempo total de simulacién (casillero Total Time(ms)) de cambie el valor 10 a 20
ms(ijno se olvide de ENTER para validar el cambio!).

(b) En los parametros de amplitud y duracion para "PULSE 3" inserte los valores 10 Ay
0.25 ms respectivamente.

(c) Fije el valor de amplitud de "PULSE 2" en 0 A. Haga variaciones de la duracion de
PULSE 2 desde 4 ms hasta 12 ms en pasos de 2 ms.

(d) Repita el experimento de variar PULSE 2 en una serie donde se ha hecho el cambio de la
amplitud en “PULSE 3” de 10 A despuésa6 Avyluegoal2 A.

Anote sus observaciones:
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11l1: MEDICION DE LA VELOCIDAD DE CONDUCCION EN AXONES DE
DISTINTO DIAMETRO.

a )Desde el menu principal de Nerve, haga click sobre ""Reset parameters™ y active la
ventana de "V vs t propagated AP™. Esta ventana muestra al axén con 3 microelectrodos
(negro, azul y rojo) de registro ademas del electrodo de estimulacion. En el grafico de la parte
inferior, los trazados de potencial versus tiempo en cada electrodo estan con el color
correspondiente. EI microelectrodo central(azul) se puede desplazar arrastrandolo con el
mouse (la distancia en cm con respecto al microelectrodo de la izquierda se muestra en forma
interactiva). Usando el maximo (valor mas positivo) del PA como punto de referencia, mida
la velocidad de conduccidn del PA para un axon de las siguientes dimensiones.

+ Propagated Action Potential !EB
100 : = =
- BIEHITEY
&ocn 5 cms) _AXONERS
75 PULSES-F7
CONCFS
|_ 1
50 | E's

20

(i e
M / \\ i

5 _| ]
U \ EEY
50 | / £ Bl
Y, |20
N R
75
=0
. Time=1000 |
| b 5 b timeirk b b b b on

Adverencia: wentana de subprograma

Radio del axén Estimulo PULSE1 s(cm) t (ms) Velocidad de
(micrones) ( Amperes) conduccion (cm/s)
50 1
238* 10*
600 50

(*valores preestablecidos en el programa, empiece por estos)

Anote sus observaciones y conclusiones:
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IV.- CONDUCTANCIAS EN LA MEMBRANA. BASES IONICAS DEL POTENCIAL
DE ACCION

(MENU “EQUIVALENT CIRCUIT OF THE AXON” en pantalla inicial).

En esta pantalla se presenta el circuito electrico equivalente asociado a la membrana de una
celula excitable, en ella se encontrard con elementos eléctricos familiares que constituyen lo
que se llama un circuito RC. La idea es que Ud. pueda asociar los cambios en el Vm, con las
rutas iénicas especificas que operan en el desarrollo de una respuesta activa.

a) Al activar la opcién "INTERACTIVE CIRCUIT™ se presenta en la pantalla un esquema
con un condensador, una conductancia de fuga ("leak™) ademaés de dos conductancias Gna Y
Gk, el valor de estas conductancias se puede modificar arrastrando el mouse (manteniendo
oprimido el boton izquierdo sobre la barra de la conductancia). Note como cambia el valor de
Vm a medida que se modifica Gy, y Gk.

+ Equivalent Circuit !EB

ENa=41.2 EK=-73.2 EL=-50.7

JL 1 1 1
v

gKk=5.0
le=0 INa= -95.3 IK=986.2 IL= 0.9
i II [Z I}
I — e o o
C sTOP

Adverencia: ventana de subprograma

Anote sus observaciones:
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b)Vuelva a la pagina previa y seleccione "MEMBRANE AP". Esta vez se desplegara el
mismo circuito mostrando coémo cambia Vm durante la aplicacion de un pulso de corriente
que despolariza la membrana y comienzan a variar las conductancias dependientes de
potencial. Note la influencia de las conductancias en las diferentes etapas del Potencial de
Acciodn.

: Plot of V. li and Ic _ (O] x|

Fause(spacebar) |

Adverencia; ventana de subprograma

Anote sus observaciones:

V: ACCION DE AGENTES EXTERNOS SOBRE LA CONDUCTANCIA DE SODIO

El canal de sodio dependiente de voltaje es el blanco de un arsenal de toxinas que se unen a él
en sitios especificos y que producen efectos reconocibles y ampliamente estudiados. Una de
estas toxinas es la Tetrodotoxina (TTX), que se une reversible y especificamente a la entrada
del canal de sodio con una alta afinidad, provocando un bloqueo en la conductancia iénica del
canal, finalmente impidiendo una respeuesta activa.

Desde el mend principal de NERVE haga click sobre la opcion de “(V vs x), Propagated
AP”en la nueva ventana active el botén CONC-F8. En la ventana tendra una serie de valores
que corresponden a la composicion idnica tanto al interior como al exterior de la célula.
Ademas hay un casillero para agregar diversas concentraciones de TTX, una toxina que es
una de las sustancias mas neurotoxicas que se conoce y que junto a otras toxinas forma parte
del arsenal téxico presente en algunas mareas rojas.

Marque en la siguiente tabla si hay o no Potencial de Accion y si existe propagacion, bajo las
condiciones sefialadas:

Amplitud del estimulo | Concentracion de TTX |Hay PA y se propaga (Si/No)?
Control 10 0
Ensayo 1 10 3
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La concentracién de TTX est4 dada en nanomolar, es decir 10° M, como patron de
comparacion una taza de café (250 ml) endulzada con 3 sobrecitos de azucar corresponde a
0.3 M, esto es 8 drdenes de magnitud de diferencia.

Anote sus observaciones:

NOTA: La evaluacion de este trabajo préactico se hara mediante un control
escrito en la semana siguiente de dicha actividad.
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