Roteiro pratica sobre potencial de membrana e permeabilidade
Prof. Ricardo M. X. Ledo

Parte 1-Demonstracdo da criacdo de uma diferenca de potencial por solucdes com diferentes

concentracdées iOnicas.

Nessa parte iremos demonstrar a formag¢dao de uma diferenga de potencial entre duas
solugdes de concentragdes i0nicas diferentes, usando eletrodos seletivos, demonstrando assim a
lei de Nernst do equilibrio eletroquimico.

Iremos simular uma membrana seletiva ao cloreto usando eletrodos de cloreto de prata
mergulhados em uma solucdo de cloreto de potdssio. Nessa situacdo a corrente passa pelo
eletrodo como ions cloreto na seguinte reacdo: Ag* + CI' <> AgCl + e . Assim se aplicarmos uma
corrente negativa pelo eletrodo, ela retira os ions cloreto do eletrodo, doando o elétron ao atomo
de prata e liberando CI na solucdo. Inversamente, se o fluxo de corrente for positivo, o ion cloreto
€ depositado no eletrodo, liberando o seu elétron para fluir pelo metal (prata) do eletrodo. Dessa
forma precisamos ter cloreto tanto no eletrodo quanto na solugdo para fluir a corrente. O eletrodo
simula assim um canal seletivo para cloreto.

Para essa pratica temos a nossa disposi¢do:

1 —dois bequeres de 50 ml cada.

2 —solucdo de KCl 100 mM, 10 mM e 3 M.

3 —solugdo de KCl de concentragdo desconhecida (X mM).
4- pontes de Agar/KCl 3 molar.

5 — eletrodos de Ag/AgCl ( para faze-los basta mergulhar o fio de prata em solu¢do de hipoclorito
de sddio, também conhecida como agua sanitaria).

6 — multimetro.

7 — agitadores magnéticos.

8 —fios de cobre.

9- termdmetro.

10- conectores do tipo “jacaré”.

Procedimentos

1-preencha um bequer com 30 ml da solugdo de KCl de 100 mM e outro com 30 ml da solugdo de
KCL de 10 mM.

2-conecte as pontes de agar, jd preparadas, aos dois béqueres. Elas sdo importantes para
fecharmos o circuito e a corrente fluir pelo sistema.



3-submerja os dois eletrodos de prata, ja cloretados, nos dois béqueres, e conecte-os ao
multimetro. Selecione o modo do multimetro para medirmos diferencas de voltagem, e a escala
para podermos ver alteragdes de milivolts.

4-coloque uma barras magnéticas no béquer com KCl 10 mM (solugdo teste) e o posicione no
agitador magnético, e comece a agitar a solucdo levemente. Observe a diferenca de potencial
mostrada no multimetro e anote.

5-agora adicione no bequer com KCI 10 mM, 100 pl da solucdo de KCI 3 M. Observe a alteragdo da
diferenca de potencial no visor do multimetro e assim que ela estabilizar anote.

6-repita esse procedimento adicionando 101 pl; 205 pl; 208 ul e 320 pl da solugdo de KCL 3M,
anotando sempre os valores de diferencga de potencial mostrados no visor do multimetro.

7-calcule as concentragGes de KCl em cada situagao.

8- retire a solugdo KCl teste e substitua por uma solugao de KCL 10 mM nova. Adicione 100 pl da
solucdo KCl de concentracdo desconhecida (X mM) e anote a diferenca de potencial observada.

9-retire a solugao de KCl teste e substitua por uma solu¢do de KCl 100 mM. Anote o valor da
diferenca de potencial observado no visor do multimetro.

10-mergulhe o term6metro na solugdo teste e anote a temperatura.

Agora vamos usar um programa de planilhas como o MS Excel e construir um grafico de
dispersao da concentracdo de KCl versus a diferenca de potencial registrada. Primeiro calcule a
concentragao final de KCl apds cada adi¢cdo de KCI 3 M. Coloque esses valores em uma coluna e os
valores de diferenca de potencial em outra coluna. Agora subtraia desses valores o valor de
potencial medido com as duas solugbes de KCI de 100 mM. Esse valor representa o “offset” do
sistema, ou seja, diferencas de potencial elétrico entre os dois eletrodos. Faca um grafico do
logaritmo (log) da concentragdo de potassio teste versus a diferenca de potencial medida (menos
o “offset”). Agora obtenha o valor da concentragdo de potassio “X” a partir do grafico.

Calcule pela equacdo de Nernst o potencial de equilibrio eletroquimico do cloreto para
cada situacdo e coloque esses valores em uma coluna de acordo com a concentracao teste de KCl.
Adicione ao grafico dos valores experimentais os dados do potencial de equilibrio do cloreto e
compare com os valores experimentais. Comente os seus resultados.



Parte 2-Demonstracdo da influéncia da permeabilidade i6nica seletiva ho potencial de membrana

usando um modelo computacional simples.

-Nessa parte usaremos a equacdo de Goldman-Hodgkin-Katz (GHK) para demonstrar a relagdo do
potencial de repouso da membrana com a sua permeabilidade i6nica aos diferentes ions
presentes fisiologicamente.

A equacgdo GHK simplificada para o sédio e o potdssio € mostrada abaixo

RT] PK[K+]O+PNa[Na+]o
F Pg[K*]; + PyglNa*];

Use a ligdo 1 do programa METANEURON que é um simulador da equag¢do acima. Va em

Em =

http://www.metaneuron.org/ e baixe o software MetaNeuron. Baixe também o manual do

programa.

Nos painéis podemos controlar as concentracoes de sédio e de potdssio fora e dentro da célula,
e suas permeabilidades. A partir da equacao de Nerst o programa calcula o potencial de
equilibrio para cada ion, mostrando-os em uma janela e no grafico temos linhas representando
o potencial de repouso da membrana, em amarelo, e os potencias de equilibrio do potassio e do
sddio, em azul e verde respectivamente.

-Para iniciar altere as concentracdes intracelulares de potassio para 130 mM, que é um valor
caracteristico da concentracao intracelular de potassio na maioria das células.

1) Nesse exercicio vamos estudar como as alteracGes da concentragcdo de potassio extracelular
afetam o potencial de repouso. Meca o potencial de repouso da membrana (E,, linha amarela) e o
potencial de equilibrio do potéassio (Ey, linha azul) em diferentes concentracdes de potdssio
extracelulares: 1 mM, 3 mM (concentragdo inicial), 6 mM, 12 mM, 18 mM, 24 mM, 32 mM, 64
mM e 128 mM.

-Usando um programa de computador, como o Microsoft Excel, por exemplo, plote os
valores de Ey e E,, contra o logaritmo (log) da concentracao de potdssio extracelular. Compare os
dois graficos e explique a diferencga. Sugestdo: Plote as duas curvas no mesmo grafico para facilitar
a comparacao.

2) Nesse exercicio vamos estudar como as alteragbes da concentracdo de sddio extracelular
afetam o potencial de repouso. Meca o potencial de repouso da membrana (E,, linha amarela) e o
potencial de equilibrio do sédio (Ey, linha verde) em diferentes concentracbes de soddio
extracelulares: 120 mM (concentracgao inicial), 200 mM, 60 mM, 30 mM, 15 mM e 5 mM . Plote
ambos os valores contra o logaritmo (log) concentracdo de sddio extracelular. Compare os dois


http://www.metaneuron.org/

graficos e explique a diferenga. Sugestdo: Plote as duas curvas no mesmo grafico para facilitar a
comparacgao.

3) Nesse exercicio vamos estudar o efeito da permeabilidade iGnica no potencial de repouso da
membrana. Compare as permeabilidades da membrana, mostradas nos painés, ao sddio e ao
potdssio dadas pelo programa e explique como elas influenciaram os graficos das questées 1 e 2?

Refaca os graficos trocando a permeabilidades do sddio pela do potassio, e vice-versa. Explique os
resultados.



