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Equilibrio diffusivo
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* G Figura 3-4 » A: Flussi unidirezionali di un soluto durante lo
oS stabilirsi dell’equilibrio diffusionale in una soluzione. Le dimen-
""‘h..,‘__ C sioni delle frecce indicano la probabilita che un certo numero
--..,______ i

............................... di molecole passi da un compartimento all’altro, quindi I'in-
tensita dei flussi unidirezionali. B: Andamento temporale delle
concentrazioni nei due compartimenti. Si noti che la velocita di
crescita di C; dipende, com'e facile prevedere, dal coefficiente
di diffusione (D) e dal volume del compartimento (V); lo stesso
vale per la velocita con cui diminuisce C,.
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(b)

FIGURA 4.1 Forze chimiche. (a) Quando la concentrazione di molecole
(punti) & maggiore all'interno della cellula rispetto al liquido extracellulare, la
direzione della forza chimica (freccia) & verso I'esterno. (b) Quando la
concentrazione di molecole & maggiore nel liquido extracellulare, |a direzione
della forza chimica & verso I'interno. In entrambi i cass, le molecole si
muoveranno passivamente secondo la direzione della forza o, in altri termimi,
secondo il gradiente di concentrazione.
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Soluti ionici

v'Dissociano in soluzione

v’loni dotati di carica



Forze agenti sugli ioni

 Gradiente di Concentrazione
« Campo Elettrico

Energia chimica Energia elettrica

e I'energia contenuta in un e I'energia dovuta alle cariche
gradiente di concentrazione INn un campo elettrico



Cosa accade quando la membrana e permeabile solo ad uno ione?

poteniiale



Cosa accade quando la membrana e permeabile solo ad uno ione?
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Cosa accade quando la membrana e permeablle solo ad uno |one’7

eccesso di carica -

3

Su entrambi i lati le
bilanciate
= voltaggio +

I eccesso di carica +

cariche non sono pIU




Cosa accade quando la membrana e permeablle solo ad uno |one’7

eccesso di carica -

& —»

’eccesso di cariche + tende a
respingere i cationi da questo
lato

]
|

= voltaggio +

I eccesso di carica +



Cosa accade quando la membrana e permeablle solo ad uno |one’7

eccesso di carica -

\ .
viene raggiunto un
antilihrin:
la forza dovuta al gradiente di
concentrazione
uguaglia
la forza dovuta al gradiente elettrico
|

= voltaggio +

I eccesso di carica +



Equilibrio di Nernst:
membrana permeabile ad almeno una specie ionica ed impermeabile
0 ad almeno un’altra

All'equilibrio:
flusso dovuto al gradiente di concentrazione = flusso dovuto al potenziale elettrico

L avoro elettrico = Lavoro chimico
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%-ﬂ— Canale del K+ {chiuso)
-+—— Canale del K* (aperto)

Figura 6-1 » La membrana che separa i due compartimenti con- . : S L .
tiene canali ionici selettivi per il K*, ma sono tutti chiusi. La diffe- Figura 6-2 » Immaginando di aprire i canali ionici presenti nella

, . o SO . -
renza di potenziale & percio nulla, sebbene sussistano differenze membrana, la dlffuspne degli ioni K* dal compartimento 1 al com
di concentrazione ionica tra i due compartimenti partimento 2 genera in breve tempo una differenza di potenziale

' pari al potenziale di equilibrio Ej.
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Potenziale di equilibrio

Il potenziale e una grandezza fisica, si tratta di una
differenza di potenziale elettrico e cio che mette in moto le
cariche di un conduttore.

Il potenziale di equilibrio di uno ione e la differenza di
potenziale elettrico necessaria a mantenere in equilibrio
concentrazioni differenti della specie ionica considerata.



Gran parte del LEC e del LIC e
elettricamente neutra. Le cariche
sbilanciate si accumulano in uno
strato sottile sulla membrana
plasmatica.
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Equilibrio elettrodiffusivo



Eccesso Eccesso
di anioni di cationi
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FIGURA 4.2 Separazione delle cariche ai due lati della membrana.
In condizioni normali, il liquido che si trova dentro la cellula contiene un
numero leggermente maggiore di anioni (cariche negative), mentre il liquido
all'esterno della cellula contiene un numero leggermente maggiore di cationi
(cariche positive). Queste cariche in eccesso sono raggruppate nella regione
vicina alla membrana. La carica netta all'interno e all’'esterno della cellula &
indicata dai segni {+) e {-) nei due compartimenti.
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Il potenziale di equilibrio

Equazione di Nerst: definisce il potenziale di equilibrio di uno ione.

ﬁln&

E=F "I

E = potenziale di equilibrio dello ione

R = costante dei gas perfetti

T = temperatura assoluta (gradi Kelvin, -273°C)

F = Costante di Faraday (humero di Coulomb/mole di carica)
z = valenza dello ione con il suo segno

X; = concentrazione interna dello ione

X.= concentrazione esterna dello ione

Alla temperatura di 25C° il rapporto RT/F & 25mV, e il fattore di
conversione del logaritmo naturale in logaritmo decimale 2.3

E= 5_& logyo [[);(:5




Potenziale di equilibrio di uno ione = differenza di
potenziale elettrico necessaria a mantenere in equilibrio
concentrazioni differenti della specie ionica considerata.

4

Equazione di Nerst: permette di calcolare il potenziale
d’equilibrio di uno ione a partire dalle concentrazioni.

4

L’equazione di Nerst si applica singolarmente a ciascuna
specie ionica



Membrana permeabile solo al Potassio

Lo ione K~
K’ Q tende a entrare
Ci Q nella cellula a opera
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Equazione di Nerst

Concentrations of lons (mhd)

A T
Na* 12
Bl 5

Ca®*+ 0.0002

"Inside"

Vi

E;=538mV log[c,/¢]
Y4

Er=58mV log[5/125] =-81 mV

\
K¥ § |
| Exa=38mV log[120/12] = +58 mV
Na* 120 |
\
S | Eq=-58mV log[125/5] = -81 mV
\
Ca2+ 2
Outsid ‘ Ec,=29mV log[2/0.0002] = +116 mV



Membrana permeabile solo al Potassio
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Se la membrana cellulare fosse permeabile solo al potassio, il
potenziale elettrico della membrana coinciderebbe proprio con il
potenziale di equilibrio del potassio.



Membrana simultaneamente permeabile a K* e ClI-

(10) )

Figura 1 » Esempio di equilibrio di Donnan a cavallo di una membrana provvista di canali permeabili agli ioni
inorganici, ma impermeabili alle proteine. Le frecce blu indicano flussi secondo gradiente di concentrazione,
guelle bianche indicano flussi secondo gradiente elettrico.
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Equilibrio di Donnan

En =Bk =Eq

[K'LICIT; = [KLICI,

All’equilibrio il prodotto delle concentrazioni delle specie ioniche
diffusibili presenti nei due compartimenti e uguale.




[ntra | Extra iz o lW
(mM) | (mM) S @
K 150 | 150 " "
Na 10 | 100 —
Cl 50 | 250 /,_\ e K |« +4K
A 110 0 .\|: c - 2
\& "/
* Cl L CI
X =50 mM Tl ¥
Intra Extral K'_1,K
[K*] 200 100 150 + X 150 - x
[CI] 100 200 Cl'r—= | CI
50 + x 250 - X
@ (150 +x) | (50 +x) | = | (150 — x) (250 — x)



Composizione del mezzo intracellulare ed extracellulare

(mMM)
lone LIC LEC E
K* 125 5 -81
Na* 12 150 +62
Cl- 4 120 -85
AL2 108 0

Il potenziale di equilibrio di ciascuna specie ionica
diffusibile & calcolabile mediante I'equazione di Nerst a
partire dalle loro concentrazioni intra- ed extracellulari.



Potenziale di membrana




Misura della differenza di potenziale tra i due lati della membrana

Un elettrodo di registrazione

e posto dentro la cellula. Il voltmetro misura

la differenza di carica elettrica
tra I'interno della cellula

Ingresso e la soluzione che la circonda.
— 30 Questo valore & la differenza
‘ 10 *30 di potenziale
- — di membranaoV,,.

(( Uscita

B L'elettrodo
di riferimento viene posto
nel bagno e gli viene
dato un valore di 0 mV

Fisiologica /
e /J

Il poligrafo misura le variazioni del potenziale di membrana
nel tempo.



Composizione del mezzo intracellulare ed extracellulare

(mMM)
lone LIC LEC E
K* 125 5 -81
Na* 12 150 +62
Cl- 4 120 -85
Al 108 0

Il potenziale di membrana non corrisponde al potenziale di
equilibrio di ciascuna specie ionica diffusibile calcolata
mediante l'equazione di Nerst a partire dalle loro
concentrazioni intra- ed extracellulari.




Qual ¢ l'origine del
potenziale di membrana



Origine del Potenziale di riposo

LIC LEC
sy

(];[,‘ Il potenziale di riposo di
Canai K| ¥ Eﬁi‘ una cellula e determinato
- + dall’asimmetrica
— K ——= K —
(K Juic ) ] [K'Jeze =5 mM distribuzione degli ioni
125 mM | k-« nei due ambienti intra ed
E . extra-cellulare e dalla

differente conduttanza
alle diverse specie ioniche.
+ In un neurone vi sono un
[Na Jic = N numero di canali del
12mM Mo U [Na ]LEC =150 mM potassio aperti 10 volte
maggiore rispetto a quelli
Canali Na~ del sodio e del cloro

[Clic =4 mM = [CI]izc = 120 mM

/

Canali CI'

Gli ioni contribuiscono in maniera diversa al potenziale di
membrana di una cellula a riposo. Nel neurone i canali del K*
sono predominanti e questo contribuisce notevolmente al
potenziale di membrana.



Genesi di un potenziale di diffusione:

Si genera quando la membrana e permeabile in
misura diversa alle varie specie ioniche

1 2 1 2

i
Na'Cl & K'Cl
100 mM <~ 100 mM

&

Pk>PNa

fi>fa

Un potenziale di diffusione persiste per il tempo necessario
a raggiungere una condizione di equilibrio diffusivo. All'equilibrio,
E.=0



@ Membrana

@ Membrana

K* K'  Pk>>Pna o+ +
125 5
—

+ +
Na Na Na* Na*
12 150

@ Membrana
Membrana

O®
ol
ol®

K K+

+

a@ @Na
\

N

Ol ®
Ol ®

Ol ®
O ®

Carica stazionaria: i flussi di carica sono uguali
ed opposti. J =-J\.




Gran parte del LEC e del LIC e
elettricamente neutra. Le cariche
sbilanciate si accumulano in uno
strato sottile sulla membrana
plasmatica.
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Equilibrio elettrodiffusivo



Proprieta elettriche delle
membrane biologiche

Capacita: determinata
dall’impermeabilita agli ioni
del doppio strato lipidico,
che consente di separate le
cariche elettriche;

|

Conduttanza: determinata

dai canali ionici
provvedono ad un passaggio
attraverso cui gli ioni
inorganici trasportano
cariche attraverso la
membrana.

}

Condensatore piano

Conduttore

¥

o




Maggiore ¢ il valore assoluto del
potenziale di membrana, maggiore
sard la forza elettrica che agisce

sugli ioni.

-+

@

Forza elettrica
-+
Vi =-50mV
(a)
— Nt
-+
Forza elettrica ; @
-+
e
Vm =—-100 mV
(b)
-\ +
Foria elsttrica @
-+
Vi =-50mV
(c)

FIGURA 4.4 Effetti del potenziale di membrana e della valenza
ionica (carica) sulla forza elettrica. (a) In presenza di un potenziale di
brana negativo [V, =-50 mV), una forza ca diretta verso I'interno

[ ( sugli ioni carichi positivamen » stanno attraversando la
membrana. {b) Se I'ampiezza del potenziale di membrana aumenta al valore di
—100 mV, aumenta anche I'ampiezza della forza elettrica (come rappresentato

dal maggior spessare della freceial. {e) La forza elettrica @ maggiore anche
nel caso di ioni con valenza maggiore

4. | German, Stanfield

e, Fisiologia, Il Ed.
| EdiSES [RAe



Potenziale di membrana= Potenziale di
equilibrio

Potenziale di membrana meno negativo
del potenziale di equilibrio

Potenziale di membrana piu negativo del
potenziale di equilibrio

(@)
—
+/ - e  Forza chimica
/- @ @ - @
S — @ ) aﬁ%ma elettrica
+ \ (
N _a_ / 'Forza elettrochimica @'
N i’ ,.:‘,,+
+ +
Eq=-94mV
Vo = =70 mV
(b)
+ 4+
+ ,'.' e
+ Vs @ Forza chimica
+ -—
I @ @@ §Forza elettrica
+ \
\ / '/ Forza elettrochimica
- "-'+
o ®
'« =—94 mV
Vi, =—100 mV
(c)

FIGURA 4.5 Forze elettrica, chimica ed elettrochimica

che agiscono sugli ioni potassio che attraversano

una membrana plasmatica. || potenziale di equilibrio per il K* & <34 mV
e il potenziale di mem!

potenziale di mem| al potenziale di e brio [V, =94
mV), la forz ro. (b) Quando il i

di memb

(confron le frecce) e la

verso |'e do il potenziale di me ,

la forza ica & pil piccola di quella elettrica e la forza elettrochimica

& diretta verso l'interno della cellula
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Origine del potenziale di membrana

Il potenziale di membrana e generato da una condizione
di non equilibrio (potenziale di diffusione) ed ¢
calcolabile mediante 'equazione di Goldman o mediante
I'equazione delle conduttanze.




Hodgkin-Katz-Goldman Equation

RT [ p[&] + pu[Na'] + P, [CZ]I]
B, =—In—F—7 ——— -
F o\ pl&7] +pu|Va | +pg|Cr]

A7) L <

p|K7] + pus[Nat | + po|Cl]

D, :K+- + P _Na+_ﬂ + P, [CZ‘ ]1]

E o= SSmVZogm{



Hodgkin-Katz-Goldman Equation

I
L
L

(K| +8|Na*
E =58ml log,, [K”]G ilva

pNa
Pr

where b =

Il potenziale di riposo é un potenziale di diffusione in guanto:

1.

Il potenziale elettrico misurato non corrisponde al potenziale di equilibrio ( o di Gibbs-Donnan)
del sodio o del potassio calcolati in base alle loro concentrazioni;

poiché non si é all'eguilibrio la cellula tende a perdere K* o ad acquisire Na™;

L’equazione di Hodgkin-Katz descrive molto bene il potenziale elettrico di riposo delle cellule se
si impongono i rispettivi coefficienti di permeabilita relative per Na+ e Cl- rispetto a quella del
K+ posta uguale a 1 (che nel muscolo sono rispettivamente: PK =1; PNa=0.013; PCl=2) e
considerando il Cl all'equilibrio,



Il potenziale di membrana é un potenziale di diffusione,
poiché gli ioni hanno diversa mobilita (coefficiente di
permeabilita del Na* <«< K*).

Equazione di Hodgkin-Katz-Goldman

K| +o|Na” |
(] +b[Na"]

E = SSmVZogm[

Se i due coefficienti di permeabilita (P) fossero uguali non
avremmo polarizzazione della membrana:

la tendenza del K* ad uscire dalla cellula pit velocemente del
Na* polarizza negativamente la membrana , attrae il Na* e
favorisce il suo ingresso.



Ezempio di applicazione dell’ equazone di GHK:
P,/ P=010]
[K*} =140mM [K7] = 2.5mM

[Na*j= 10mM [Na*],=120mM

_RrT  [KL+0.00[Na],

Vu= F MR ro0maT
zostinendo
T = .
Vs S8mVieg 25F001 120 _ ) o

140+ 0.01 < 10

Mota: MNelle condizem ioniche dell’ esempro, 1 poten=ali
di equilibrio calcolati con 'eq. di Nermnst valgono: Ey, =
HimV e E=-102 mV



In corrispondenza del potenziale di membrana a riposo, né K* né Na*
sono in equilibrio. Un potenziale di -70 mV non controbilancia
esattamente il gradiente di concentrazione di K*; per farlo occorre
un potenziale di -90mV. Percio K* continua lentamente a uscire
passivamente attraverso i suoi canali di fuga secondo questo piccolo
gradiente di concentrazione.

Nel caso di Na*, il gradiente di concentrazione e il gradiente
elettrico non si oppongono neppure luno allaltro: entrambi
favoriscono l'afflusso di Na* all'interno della cellula. Percio, Na* entra
continuamente all'interno seguendo il suo gradiente elettrochimico,
ma lentamente a causa della sua bassa permeabilita, cioe, a causa
della scarsita di canali di fuga per il Na'.

Dato che questa fuga avviene continuamente, perché la concentrazione
intracellulare di K* non continua a diminuire e quella di Na* non aumenta
progressivamente?



Pompa Sodio-Potassio

LEC
OmV

Motore che sostiene il potenziale di membrana



Inibizione pompa Sodio-Potassio

3w
.
’|E
sodium
electrochemical
gradient
l Na“-binding
&) site ~.
OH CYTOSOL
ATP

QUABAINA

Complete pump inhibition

K*-and ouabain-
binding site

2 (k)

ADP| +P,

potassium
electrochamical

gradient



Variazioni del potenziale di membrana al variare della conduttanza
di Nat; KF; CI

fairly high

Un?ated

(K+ fairly high,
Cl- fairly low
Na+ quite low)




Hodgkin-Katz-Goldman Equation

Pra P =20
20 |' - l
|
| | SN
Praffx 10 | | Rapporto coeff. permeabilita
I
i1—
Proa oy = 0.02 Prag Aoy = 00002
+100 —
Eo =+ m¥
............. el By = 45 mV
+50 II'—ll
|
P | Potenziale di membrana
l |II
Ey=~T0 mV II Ey=-T0mV
----------------------------------- Fig = ~80 mV
~100

Canali del sodio aperti
EcciTazione&
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(a) Cellula beta a riposo. ‘
Il canale K,1p & aperto o * Glucosio nel sangue

e la cellula e al potenziale
di membrana a riposo.

[ ], +e[ne ],
7] +e[wva ]J]

Trasportatore GLUT

E = SSmVlogm(

9 Rallentamento

‘ 5etabolico
@ @ © | A

, o Il canale Kurp
ONessuna Insulina Sepaty ‘
secrezione nelle vescicole J
diinsulina secretorie @ %

r:

where b= P
Pr

II K+ diffonde
e Cellula al potenziale all’esterno
0 Canali per il Ca2+ di membrana a riposo della cellula

voltaggio-dipendenti
chiusi



(b) La cellula beta secerne insulina. .
La chiusura del canale K,rp o * Glucosio nel sangue
depolarizza la cellula, dando
inizio all’esocitosi di insulina.

Trasportatore GLUT

conffli

o
where b= Pou o
Pr

dell’acido citrico |
L’ingresso di Ca2+ ‘

da il via all’esocitosi e TATP
e l'insulina viene ” canale Kyrp

secreta. Sl chiude
2+

I canali
per il Ca2+

si aprono Meno K+
La cellula lascia la cellula |

si depolanzza <:j/




Equazione di Goldman

1)Supponendo che le concentrazioni intra- ed extra-cellulari del Na* e del K* siano:
[K*];= 120 mM; [Na*],= 10 mM; [K*],= 5 mM; [Na*],= 100 mM, rappresentate
graficamente I'andamento del potenziale di membrana in funzione del rapporto
PnalPk-

2) Il rapporto P,,/Py in una cellula eccitabile varia tra 0.02 e 25. Le concentrazioni
intra- ed extracellulari del sodio e del potassio sono: [Na*]; = 12 mM; [Na*], = 120
mM; [K*]; = 125 mM e [K*], =5 mM. Calcolare entro quali limiti puo variare il
potenziale di membrana.

3) Un assone gigante di calamaro ha un potenziale di membrana E_, = -58 mV in
presenza delle seguenti concentrazioni di sodio e potassio:

[Na*], = 10 mM; [Na*], = 100 mM; [K*]; = 150 mM e [K*], = 7.5 mM

Cosa accade se la concentrazione extracellulare del sodio passa da 100 a 130mM e
guella del potassio da 7.5 a 15 mM?

4) Indicare in quale dei seguenti casi e possibile trascurare il contributo del cloro
nell'equazione GHK:

a) quando [CH], = [K*], e [K*]; = [CI],;

b) quando [Cl, = [K*]; e [K*], = [CH,;

C) quando E, e praticamente coincidente con E_;

d) quando il flusso netto di ioni cloro € maggiore rispetto a quello degli ioni potassio;
e) in nessun caso.

Motivare brevemente la risposta ritenuta esatta.



