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Los estud s icos de 

si 

esta. 

de las es 'L1n Fenómeno i ve y 

sus velocidades están determinadas irlci- 

te pOI' sus coeficientes Ge partici6n entre tes 
icos y el agu2-. 

Estos hallazGos constituyeron al 

tiempo una de las pr2meras icaciones acerca de la natu- 

Este au~or encon que mo ; 

COIfLO ét er-es , cetonas y S, qt;:e son sol 

ventes no lares.penetraban con 
;' ~ tras 

las muy polares, lo hac Len t amen t e , S e:.:- 

establece:t' es t'r i.cto 

en~re la velocidad de penetración y solubilidad en 1 s. 

Colla11Ger .( ~ GS- 

tivos y icos en cél 

Nitella fl lis. Sus resultados _ . .._ ----- 
., 
_L gos de ovez ton respecto G. sol:¡- 

bilidad é11 lipidos, pero indic¿ú1 qu .. e el 
,._, .... ,'" ."-", 
'Ci.~ '~ tancia en la i1 



y t. de 
•.. ; e', r-v ."; 1,/; ); e:~ es " .. , ~.". 

~.~ " .. ' ,,.,, 

,.. __ ..: "": .: ,... 
ij;",.<r,.L _ . .: ~ -----_.- observaron que las velocidades de p 

SOY: 

legos; pO 1'"\ 

cot onz s ~ etc. 

r~10 lidad es 
la so Iub i Lí.dad en 1 

s estudios de a los T~O- 

ectrolitoi en c~lulas 

te en D1.l10S ro jo s '1 j 

t lO de ves1cula bi aro 

s y col s (19 ;oi, r' .. _r" ••. 
j::1O; t 

enconcr ado en 6,)(OY'.l.E'S gigaYites del cal¿L'Tl--3T' 

que las 

de los no-electrolitos son el axo j de 
o 

80 A de espesor1 Y la célula 

sada por los 'canales 
o 

unos 60 A de diámetro y de 4 a 5 

de lal~go. 

det er-minarcn los 

de el 

"(,~ r- 
•••.. ~,..t .L la 

t::.~ j_ t el ea 

Ti:82. lidad ienal. Los valores obtenidos r, "; .""; 
J ",':....1 
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6. 

Hidalgo y Latorre (1970), han determinado 

los flujos de entrada. y los co ef i.c i en t e s de p er-mea 1 

de 

encon tz-ando que las perrneabilidades SOYi f~lci6rl de 

las JUOl s con Q 

icol s rápido que 10 esperado de su ea icien- 

te de partici6n acei te/ag-ua. 

Buncl1 y Edwal"'ds (1969), han estudiado la 

lidad de la fibra muscu tar' de lis al 

a tri tiada y a algunos no-electrolitos, haciendo deternü- 

nación de los coeficientes de reflección. Los valores que 

obtuvieron para el glicerol y la urea} usando el {[;:2todo de 

equilibrio altos que los encontrados por 

'largas y Villegas en axón, ObservaroYl,ad 
" 

mOlécu- 

las de alto peso molecular muy solubles erl 
sut Poxí.do ) presentan valores de 

pequeños. De estos resultados, los autores concluyen que 

la permeabilidad a los Ylo-electrolitos en estas células.pa­ 
) 

rece estar determinada por el coeficiente de par t i c i.ón acei- 

que por el tamafio molecular. 

Sorenson (1971), estudió 

bilidad al ag-lla fibl"as muscu i ar-es del cangrejo C;}liol"~O(:,'CI2t:es 

.: .- ..•. --- métodos osm6ticos y de difusi6n de trazadores. en- 

contrando que coeficiente p ermea bi 1 idad ido, 

trazadores, mucho menor que el obtenido por o 

ticos. Esta •• • • "t Ql.screpai:1Clá) .)...á ica por la presencia de 
o 

de 35 A de radio en la mcmbr-ana , que z-e su l tan ser mucho 



grandes que los postulados para las membranas de glóbulo' 

rojo y de axón. Del análisis de la cinética de intercam­ 

bio de agua deuterada, Sorenson postula la existencia de 

dos compartimentos para el : el sarcoplasma, que daría 

cuenta del 60 a 70% del agua y los organü1os intracelula­ 

res. que darían cuenta del resto. 

vlright y Diamond (1969), han determinado 

valores de ($ para una gran cantidad de no-electroli tos en 

epitelio de vesícula biliar conejo, de la raz6n entre 

los potenciales de flujo provocados por una molécula de 

prueba y la sacarosa. Los resultados mostraron que (3' dis­ 

minuia a medida que aumentaba el coeficiente de partición 

aceite/a~~a. lo que los llev6 a concluir que las fuerzas 

~ntermoleculares que determinan la permeabilidad) son las 

mismas que determinan la solubílidad en lípidos. Estos re­ 

sultados fueron confirmados posteriormente, por Smulders 

y \:lright (1971) mediante técnicas de difusión de trazado­ 

res. Encontraron algunas desviaciones para las moléculas 

ramificadas)que aparecen con valores de cr más altos que 
lo esperado, efecto que atribuyg~ a una anisotropia en 
los lipidos de la membrana. Estas desviaciones también las 

encontraron en el caso de las moléculas pequefias poco solu­ 
bles en lípidos como la urea, y que presentan lli~ efecto 

de temperatura an6malo. Estos resultados son explicados, 

suponiendo que estos no-electrolitos penetran a través de 

regiones de la membrana con alta concentraci6n de grupos 
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polares asociados a moléculas de agua estructuradas. 

10s resultados de los estudios de permea­ 

bilidad al agua y no-electrolitos en g16bulOS rojos 
• (GOldstein y Solomon (1960), Solom6n (1968), sha afi y 

Gary-Bobo (1973) ), se han interpretado suponiendo 

que la membrana de estas células actúa como solvente 

selectivo y como filtro mo i ecu rar-, El agua, que presen­ 

ta una alta permeabilidad en la membrana,se movería por 

difusi6n pasiva y flujo viscoso, del mismo modo que lo 

hace en soluci6n. 

Se ha encontrado que los no-electroli­ 

tos hidrofilicos pequeños penetran muy rápido, lo que 

tambi~n se ha explicado suponiendo que se mueven a tra­ 

vés de canales acuosos; en cambio los no-electrolitos 

lipofilicos, pasarían a través de la membrana por diso­ 

lución en la parte lipidica de ella. 

OBJETIVOS 

Como se puede apreciar,en general los 

estudios reseffados confirman las reglas de Overton res- 

pecto de los principales factores que determinan la per­ 
meabilidad de los no electrolitos. Sin embargo, también 

se observa que existen algunas importantes discrepancias­ 

Por ejemplo, en algunos casos,la velocidad con que difunde 
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un no-electrolito pequeffo, es diferente en distintas 

membr-anas , 

La membrana de axón parece ser poco 

permeable a la urea, en cambio las membrana de glóbulo 

rojo y epitelio de vesicula biliar parecen Ser muy per­ 

meables. Como se ha dicho anteriormente, estas dife­ 

rencias pueden ser atribuidas principalmente a diferen­ 

cias en la composici6n y estructura quimica de estas mem­ 

branas o a diferentes mecanismos de transporte, pero tam­ 

bi~n puede ser de importancia el hecho que éstos valores 

han sido obtenidos por distintas técnicas. 

En muchos de los sistemas estudiados) 

s6lo se han determinado la permeabilidad de algunos po­ 

cos no-electrolitos, por esta raz6n, juzgamos importante 

hacer un estudio sistemático de la permeabilidad de series 

de no-electrolitos, usando diferentes métodos experimenta- 

les. 

Como material se eligió la fibra muscu­ 

lar de Balanus (Barnes, 1968), ya que ~stas células resul­ 

tan muy apropiadas,por su gran tamafio)para hacer estudios 

de efectos osm6ticos y de difusi6n de trazadores. 

Se enfocar~ la atenci6n especialmente 

en efecto del tamafio molecular, del grado de polaridad de 

los no-electrolitos y en el efecto de grupos químicos como 

OH, NH2 Y eo, que poseen átomos electrpnegativos y que son 

capaces de establecer enlaces de hidrógeno con el agua. 
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Los flujos osmóticos causados por gra­ 

diente de concentraci6n de no-electrolitos, se determina­ 

rán midiendo potenciales de flujo, cambios de volÚffien y 

cambios de la densidad óptica de la fibra. De la raz6n 

entre los efectos provocados por una molécula de prueba 

y una molécula impermeante, se determinarán los valores de 

los coeficientes de reflección osmóticos. Los coeficien­ 

tes de permeabilidad difusional, se determinarán haciendo 

medidas de captación de trazadores radioactivos. 

Otro propósito de este trabajo, es con­ 

tribuir al mismo tiempo, a una caracterización de la mem­ 

brana de las fibras de la especie chilena del Cirripedio 

Megabalanus Esittacus que, al igual que las de Balanus 

nubilis)se ha utilizado como material para el estudio de 

las propiedades eléctricas y mecánicas de los músculos de 

invertebrados, en especial del problema del acoplamiento ex­ 

citación-contracci6n (Brinley, 1968; Hagiwara, 1966, 1968; 

Ashley y Ridgway,1970j Mobley y page. 1971; Keynes , Rojas 

Taylor y vergara, 1973). 

Los estudios de microscopía óptica y 
electrónica, han demostrado que la estructura morfo16gica 
de la superficie de estas fibras, es ext r-acr-d í.nar-Lament e 

compleja debido a la existencia de múltiples invaginaciones 

y túbulos. En estas regiones, la difusi6n de solutos está 

muy afectada por la existencia de capas no agitadas y e.fec­ 

tos de dilución por flujos de agua. Por esta raz6n, se dis­ 

cutirán de qué manera estos efectos pueden explicar las dis­ 

crepancias entre los resultados obtenidos con distintos 

métodoS experimentales. 
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ViATERIAL y HETODOS 

Los experimentos se hicieron en fibras 

musculares aisladas de los músculos depresores del cirri­ 

pedio Megabalanus psittacus. 

Los animales se recolectaron en la zo­ 

na de valparaíso y Quintero y en el Laboratorio de Fisio­ 

logía Celular de la Facultad de Ciencias, Montemar. Se 

seleccionaron ejemplares intactos que fueron conservados 

a temperatura ambiente en acuarios aislados con renovaci6n 

constante del agua de mar. 

Quincenalmente se trajeron ejemplares a 

Santiago, donde se conservaban en un acuario con capacidad 

para 250 lts. instalado en una pieza 'fría a temperatura en­ 

tre 6 y 8°C. El acuario constaba de un sistema de aireaci6n 

y filtros de arena y carb6n activado. Hasta un máximo de 

10 ejemplares se mantenían simultáneamente y el agua de mar 

era cambiada dos veces a la semana con agua de mar natural 

traída una vez por semana de Montemar. 

Disecci6n de los Músculos.- 

En primer lugar se procedi6 a romper lon­ 

gitudinalmente la concha con la ayuda de un form6n y un 

cortador. Se cort6 luego los dos paquetes de músculos ven­ 

trales y el cuerpo del animal, lo que dej6 un campo libre 
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para el aislamiento de los dos paquetes laterales y de 

los dos rostrales (depresores del scutum) que tenían las 

fibras más largas. El interior de la concha se limpió 

de la hemolinfa y de otras substancias que rodean el mús­ 

culo, mediante succi6n. 

La membrana del escudo se separ6 de la 

concha, se cort6 con tijeras la inserción de los músculos 

a las piezas calcáreas tergo y escudo, de éste modo se 

obtuvíeron paquetes de músculos con un extremo unido a un 

trozo de concha y el otro unido a un trozo de membrana del 

escudo , 

Se llevó el paquete que contenía más o 

menos 50 fibras a una cámara de lucita que contenía agua 

de mar artificial (AMA) sin Calcio, para realizar el aisla­ 

miento de las fibras individuales. 

Con ayuda de pinzas y tijeras finas, se 

separó cuidadosamente los tendones que unen cada una de 

las fibras a. 'la membrana. Al empezar un experimento J se 

at6 un hilo de seda al tend6n y otro en el extremo opuesto; 

luego se cortó la fibra cerca de la concha. Esta operación 

produjo a veces el acortamiento de la fibra casi siempre re­ 

versible, pero se podfa. prevenir usando AMA sin Calcio du­ 

rante la disecci6n. Todas estas operaciones se realizaron 

a temperaturas entre 12 y 16°C Y los músculos así obtenidos 

se conservaron en un refrigerador (8°C) y fueron usados du­ 

rante el día en los experimentos osmóticos o en los experimen­ 

tos con trazadores. 



13. 

Soluciones 

Se utilizaron soluciones de AMA de la 

si~~iente composici6n: 

AMA Normal AMA sin Calcio 

NaCl 461,5 mI1 461,5 mi'1 

KCl 8,0 mM 8,0 lTh"1 

MgC12 12,0 mM 12,0 mM 

caC12 20,0 mM ----- 
Sacarosa ---- 48,0 rru'4 

Tris 10,0 rru'1 10,0 mM 

Las soluciones se hicieron en agua destilada 

desionizada y el pH de las soluciones se ajustó a 7.6 titulan­ 

do el Tris base con HCl. Las soluciones hiperosm6ticas se 

hicieron disolviendo los no electrolitos en fuV~ normal. 

Las soluciones de los is6topos radioactivos 

se prepararon agregando trazador al AMA de modo que alcanza­ 

ran una concentraci6n aproximada entre 2 a 5 re/ml. 

En los experimentos osm6ticos, se hicieron 

correcciones para los coeficientes de actividad de las SOlu­ 

ciones de no electrolitos. Para una concentración de 400 ~~ 

se obtuvo los siguientes valores de osmolaridad (Handbook 

CRC,1966): 



Sacarosa 425 mOsm 

Glicerol 388 mOsm 

Etilen glicOl 375 mOsm 

Urea 365 mOsm 

Rafinosa 438 mOsm 

Glucosa 397 mOsm 

A) Medición de la Permeabilidarl por Métodos Osm6ticos 

Un modo de determinar la facilidad con 

que los distintos solutos pueden pasar a través de la mem­ 

brana celular, es mediante la determinación de los coefi­ 

cientes de refle~~i6n osm6ticos ( <r ). 
Al poner una célula en un medio anisot6- 

nico, se produce un flujo de agua desde la zona de más al­ 

to potencial químico hacia la zona de menor potencial quí­ 

mico y ésto se refleja en un cambio en el volÚillen celular. 

Se sabe que la velocidad de flujo osm6tico a través de una 

membrana, causada por una gradiente de concentraci6n, depen­ 

de de la permeabilidad de la membrana a los distintos solu- 

tos. 

La teoría clásica de las mo~branas semi- 

permeables, supone a la membrana impermeable a los solutos 

y permeable s610 al solvente (agua). Para el flujo osm6ti­ 

co de so lutos a los cuales la membrana es permeable, Kedem 

y:'Xatchalsky (1958) y Katchalsky y Curran (1965), han desa­ 

rrollado un tratamiento teórico basado en la Termodinámica 

de Procesos Irreversibles. La expresi6n para el flujo 05- 

m6tico viene dada por: 
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J = G"". L RT 6. C v p ( 1 ) 

en que L es la conductividad hidráulica de la membrana, p 
J el flujo del vOlúmen, C> el coeficiente de reflección, v 
R la constante de los gases, T la temperatura absoluta y 
~ e la diferencia de concentración a través de la me~brana. 

La relación entre el coeficiente de re­ 

Elección y el coeficiente de permeabilidad está dada por 

la siguiente expresión (Katchalsky y Curran, 1965). 

= 1 _ (w...Y2_+ 
L 
P 

fsw· x) 
9w ( 2) 

en que ~ es la movilidad del so luto en la membrana y es­ 

tá definido como el producto de RT por el coeficiente de 

permeabilidad, P: VS es el vOlúmen molar parcial del soluto, 

f el coeficiente de fricción entre el soluto y el auua, sw v 

1::. x el espesor de la membrana lf 'f-w el contenido de agua de 

la membrana. 

Estas relaciones, señalan que para solutos 

impermeantes (w = O) el coeficiente de reflección será igual 

a uno. A mpdida que aumenta ~ , el valor de ~ decrece. 
!sw· x 

El término ----w es muy chico para la mayoria de las ¡w 
moléculas, por lo que generalmente se desprecia. El gráfi- 

co de la Figura 1, muestra la Telaci6n entre C) y P medidos 

experimentalmente (\vright y Diamond, 1969). 
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FIGUR.A, 1 
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Relación entre los coeficientes de reflección osm6ticos 

(Cí), medidos en vesícula biliar de conejo y las cons- 

tantes de permeabilidad medidas en Nitella mucronata, 

para una variedad de solutos de diferentes tamaños, for­ 

mas y solubilidad (Wright y Diamond, 1969). 

Excepto para urea (1) y metil urea (2), los resultados 

se correlacionan estrechamente. 
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De estas consideraciones, puede despren­ 

derse un diseño experimental para medir coeficientes de 

reElección: comparar el flujo de agua causado por una so­ 

lución hipert6nica de un soluto en estudio~con el flujo 

c&usado por una solución de igual concentración de un soluto 
impermeante (~= 1); de la raz6n puede obtenerse () para el 

soluto. 

Sobre las bases de estas consideraciones, 

se intent6 determinar el flujo de agua mediante los si~~ien­ 

tes métodos: 

a) medición ~el cambio del potencial de membrana, 

b) medición del cambio del diámetro de la fibra, 
, 

medici6n del cambio de la densidad 6ptica. c) 

Medición del cambio del potencial de membrana.- 

Las diferencias de concentraci6n a través 

de la membrana, generan un flujo de agua que a su vez produ­ 

ce un movimiento de arrastre de iones, g~~erando una diferen­ 

cia de potencial eléctrico debido a las diferentes movilida­ 

des de las especies químicas. Si la membrana posee cargas 

fijas en su estructura, se verán favorecidos en su paso los 

iones de carga opuesta (contraiones) y retardados los iones 

de igual signo (coiónes). 

Existe una relaci6n directa entre un uja 

osm6tico y el potencial provocado. Este potencial de flujo 

(E.) está relacionado con el coeficiente de reElección a tra­ 
J 



vés de la siguiente expresión (Katchalsky, 1965). 

011 factor R es una medida de magnitud del pOt6~- 

1 eléctrico provocado por un flujo de vo Lúraen unitario. 
Haciendo la raz6n entre el potencial E~ 

J 
provocado por una molécula de prueba y una molécula imper- 

mean t e ( U::::: 1), se puede determinar (S' para otros no electro- 

litos (Vargas, 1968; \lright y DiaJ11.ond, 1969). 

Los experimentos se hicieron usando a la 

sacarosa como molécula impermeante, ya que se ha comprobado 

mediante experimentos con trazadores, que su permeabilidad 

es muy baja (Bunch y Edwards, 1969). 

Para medir el potencial intracelular, se 

dispuso la fibra dentro de una cámar-a de luci ta quedando el 
extremo cortado y el tend6n fuera de la solución. El dis 

de 'la cámara, es esencialmente semejante al de la utilizadas 

para eAperimentos con ax6n de cal~~ar; además, se introdujo 

en la cámara un teletermómetro para los registros de t e- 

ratura (Figura 2). 
La soluci6n de perfusi6n, se hizo circu- 

lar a lo largo de la cámara, mediante un sisto~a alime~tado 

por gravedad y su evacuación se realiz6 mediante succión. 

nivel del líquido se trató de mantener 10 más constan~e 

pogiblé, ya que variaciones de éste provocaban cambios apré­ 

ciables de potencial de membrana que interferían con la me­ 

dici6n de los potenciales de flujo. 



FIGURA 2 
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F, fibra muscular 

Esquema de la cámara para la medición de potenciales. 

E, electrodo de Ag/AgCl 

l~p t micropipeta 

Me, microelectrodo 

AMP, circuito amplificador 

T, teletermómetro 

de perfusión. 

Las flechas indican la entrada y salida de la soluci6n 
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en fibra muscula.r de Balanus. 

Esquema del circuito para la medición de potenci 

LOS J amplificadores operacionales (a.o) forman un 5is­ 

t ema amplificador diferencial de ganancia 10. 

circuito supresor de potencial 

v vol tínletro 

registrador 



Para el registro de los potenciales, 

la mayor parte de los experimentos se utilizó como 

el interno un micra electrodo de 

aproximadamente entre 1 a 2 MSl,,) en con- 

to Con un éC 
" 

..L. En al 

men t os , se usó como electrodo interno una micropipeta de 

vidrio de 120 al 150 p, llena con lCl 0,5 M que se intro­ 

dujo longitudinalmente en la fibra, y que se conect6 a 

un electrodo de calomel. 

Canto electrodo ext er-no de referencia 

se utilizó un electrodo de Ag/AgCl o uno de calomel (cuan­ 
do se usaba micropipeta) conectados a la cámara a través 
de un puente de agar-ICCl 3 H. 

La diferencia de potencial entre los dos 

electrodos, se midió conectán~olos a un amplificador ope- 

racional diferencial con una impedancia de entrada de 
~,,,14 
IU Ohms, y ganancia 10. 

La salida del arilplificador se conect6 

a un voltímetro Hewlett-Packard 419-A y éste a su vez 

a un registrador potenciométrico Hewlett-Packard Noseley 

680-1-1. 

Como se trata de medir variaciones ¿ 

encial de reposoi se conect6 además una fuen 

variable que permitiera llevar pot enc í ax e e 

se & cer-o I modo de poder usar mayor 

los registros se utilizó un intervalo de 10 

todo el ancho del gráfico (Figura 2B). 
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La introducción del electrodo 

se zo con ayuda de U11 mí.cromení pu.raccr y la oper-acz ón 
se controló con ayuda de una lupa estereoscópica Bauscn 

Se realizarO~{l algUYlos exper iment os en 
que se midió sinllü t áneamenr e cambios de pot y den- 

sidad óptica. En este caso, se utiliz6 la cámara 

en la platina del microscopio con que se midieron los cam- 

bios de densidad 6ptica. 

Medición de la variaci6n del diámetro de la fibra.- 

Al colocar una fibra muscular en una so- 

,~,..:..ce provoca una disminución del volumen y por cons í.gu í.en- 

te del diámetro de la fibra. A fin de interpretar los re- 

sul tados en forma cuantitativa" se d es ar-r-o l Ló un mod 

el cambio de diámetro de la fibra 

del tiempo. 

Si se supone a la fibra como un cilincro 

recto de di~uetro & y largo l. su volumen estará entonces 

dado por la expresión: 

v :;:; 
4 
1 

Al poner la fibra en un medio so 
.. ~."2 co, se proG.UCl.ra en cambio de vo Lúrnen , La rel 

.La velocidad del cambio de volúmen y el cambio de d trc 

se obtiene por derivaci6n: 



el \r 1 
:::: 

dt 2 
.• C.A. 1 ti ~ ( ~ \ )) 

El flujo de vo lúmen JY v' está definido 

la s.up er' ficie del marit o del- c i.L'i.ndz-o está dado por 

tanto: 

dt (6 ) 

La expresión dd/dt, es función del tiLn- 

po e interesa su valor inicial. Este valor se pu e ob- 

tener grc.:ficam\2nte de la pendiente inicial de los 
. 1 .. P. • cos c.€ dJ.Clme:tro vs t i.empo , Si se supone que - ..• . el camoz o 

desde el diámetro inicial d hasta el d.í.áme rr-o "en la nueva o 
situación de equilibrio d <;Q sigue una curva exponencial 

como lo muestran los datos (ver Resultados). podemos es- 

cribir entonces: 

lo d ' -_ "o. - ~} ( -'¡- do , -;"'t 17\ d_) e \ l 

dd ::: (do - doo ) e .\t t >< ) \. v dt 

Como nos interesa el valor a t == O: 

dd I -- = - ¡ do dt \. (9) 

Estas ecuaciones predicen que un 

1n (d - dcc",) / (do debe ser U11a recta cu-. 

pendiente " es - 1\ • Exverimentalmente, se la 

--- ----------~ 



estos (Figura 10'), y - jv se ea 

(d - ) (10) 

hacer estas mediciones, se coloc6 

la taobjetos de lucita que tenia un surco 

~~ mm de pr-o Fund'i.dad por 8 de ancho para alojar-lo. Los 

s la fibra atados a hilos de s ~se jaron al 

taobjetos con plasticina. Las soluciones~ cir- 

con U11 s i st ema aliraen·tado por grav y con un 

mediante succi6no surco con la fibra Se cubr 

con VLa lamina de vidrio y la ~ ~ 't-. $ porclon CUDlerta por este 

vidrio se mantuvo 1 por capilaric.¿_c', 

ri'1.ie11tras la parte cor t ade quedaba fuera ,en seco. 

~ste con junco se n1011 en el carro de ~n 

má cr-c scopáo y se obser-vé con un objetivo de 3,5 

el diámetro de la fibra, se uso un ocular 

las condiciones usadas, cada divisi6n del 

1.- 

oración se h.i.zo C071 un "Dortaot~etos araduado l v v en d 

se r:~idi6 siInultáY12ar:ten'te los cambaos de d i.ámetz-o y de :;;c;- 
'" ~ ..• ..~ ,~~. usandO para e~~o una camara ae lUCl- 

,-eA CO;¡;O la an t er í.or , El registro de potencial y 

c i óz .• del vo Lú.nen se hicieron como se ha detallado a..'1terior- 



Para deterrninar el tipo de relación en- 

tre se hizo una serie de experimentos en que 

Se los camb.ío s . 1 ~ pot er.i.Cla .•. i .tren te a distin s con-- 
centraciones de la mol~cula de prueba. 

persi6n, se pudo establecer que existía una relació~ lineal 

en el rango entre O y 400 ml1. En la Figura 8, se rrue s t r-an 

los resultados obtenidos en una fibra. Establecida la de- 
/\ ,1 

p endenc i e lineal, entre W C y ~ E en - m el rango de concentra- 

c i.ones estudiadas, se comparó tambiÉn el camc io de potencia: 

provocado por soluciones hiperosm6 de los no electroli- 

tos de prueba$con los cambios provocados por icr.lal cancel". tz a- - ." 

'6 ' c i. n o e sacarosa; de la razón entre ellos. se determinaron 

valores de (j . 

Los no electrolitos probados fueron i- 

cerol, urea, etilenglicol, rafinosa y glucosa y las concen- 

traciones usadas, fueron 200 y 400 rr~. 

Los resultados t í.enen bastante d í.sper s 

y poca reproducibilidad, por lo que es dificil decidir si 

la relación entre el efecto de las moléculas de prueba y 

la sacarosa representa un valor real. 

Los cambios de potencial provocados por 

urea y glicerol, son, en todo caso, levemente mayores que 

los provocados por la sacarosa, en cambio los provocados 

por etilenglicol son menores. 

Con los datos obtenidos se calcu16 un V2- 

lor del coeficiente de reElección, de la razón entre el ea .. 



po t enc 1 pr ovocado s por la molécula de pr-ueba y el cam- 

para cada fibra, y los resultados se muestran en la Tabla í. 

idas del cambio de densidad óotica.- 

Varios investigadores han obs 

e 
ert6nico~se produce una disminuci6n en vo y ld 

trasmitancia de la fibra (Sorenson, 1971). GE 

sido explicado por Reuben 

ceso de vesiculaci6n de la membrana de la ido a 

salida de agua desde el interior hacia los túbulos e 

invaginaciones del espacio extracelular. Este Fenómeno 
, • • ¡t; " ae ves~culaclvn provocarla dispersión de luz que se tra- 

duce en una mayor opacidad del músculo proporcional a la 

ql'adiente de concen tr-ac i ón , Se pensó entonces i que si 

existe una correlación entre la cinética del cambio ae vo- 

lumen y del cambio de densidad óptica, se pueden utilizar 

los cemb í.o s de transmi tancia como una medida del camb í.o 

volumen Cle la fibra. Las mediciones de los cambí.os e e 

dens í.ó ad óptica se realizaron C010Ca11QO la fibra en "¡, '1/''': ,:;:, 
v>"Á.\.oA. 

mar-a ig"J..3.1 a la usada para los cambios de diámetro, lo 

en este caso se montó - ....s-. .., ~ en la p ra t i na o e un nn.cr-o scop 

tz Ortolux conectado a una fotocelda. 
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W i 

Esquema del sistema de medición de Densidad Optica. 

>1, Nicroscopio CE, Celda fotoeléctrica 

1'"', Fibra 11uscular 

Co, Cubreobjetos C, cámara de lucita 

amp , circui to amp r i.P'í.cado.r R, Solución de pel'fl).si6::~ 

E Y S, indica la entrada y salida de la soluci6n 

'D c.:.,.\ Fu S -i O···~ i. 1:,;...... ••.. H. 



Los cambios en la densidad 6ptica o 

tancia,se midieron conectando la salida de la celda a un r 
-, • l' • .•.. ~ • trad.or potenclometrlco Goertz ::iervogor. Al lniclar cada expe- 

to, se calibró el 

se enfocaba a una zona de la cámara en que 
, - ,'. '6 naola SOlUCl' n. Luego se enfocó una zona de la .fibra muscuj ar, 

cercana al tendón. Para evitar perturbaciones provocadas 

la luz proveniente de la cámara o de otro sitio, la foto 

~~-1,1~ "-n ~is~er.""~ d.-e Q·iaPragJ~I,aj.,.co~. e-l.' que se -oa11 a"-' ~~--~ ~- -- ~ .. ,~ - - .,"' r' l.a l~Lar una 

pequeña zona en el centro de la fibra. 

El microscopio tenía también adaptada una 

cámara fotogr2d?ica,¡¡con la que se podía s equ i r- la variación del 

cano io de diámetro, t.ornando fotos a intervalos regu,lares (Fi- 

Contenido de aql..A.a.- Se tomaron las fibras aisladas, pr-ev í amen t e 

equilibradas en AV~" y se secaron en papel filtro. Luego se 

pesaron y se determinó su peso húmedo. Se colocaron en una es- 

tufa a 100°C durante 20 horas y se pesaron nuevamente. El con- 

tenido de agua se determin6 como la diferencia entre el peso 

medo y el peso seco, expresado en ml/gr de peso seco. 

E) Nedici6n de los coeficientes de permeabilidad al 

electrolitos con trazadores radioactivos.- 

Un enfoque más directo para la determinaci6~: 

¿e permeabilidad, la dan las mediciones con trazadores radicac- 

tivos. 

En los experimentos realizados; se es io _ 

cinética de captaci6n de agua y no-electrolitos. 

El flujo de trazador a través de la 

de fibra, está dado por: 



t 
=: P P.. (Ce - Ci) I 0'1) .-'í \ 

\ ¡ ¡ ) 

s tra~adQr; P es la 

per~eabilidad. A el ea geométrica de la fibra y Ce y 

Ci son las concentraciones del trazador fuera y dentro 

de la fibra r-e spect í.vamerrt e , 

Dividiendo por el vOlumen,de la fibraJ 

se tiene entonces: 

dCi '"""'-=....- dt v (ee - Ci) ( 12) 

p~ A dt 
V 

Si suponemos que el vo Luraen del 

erior es infinito, Ce será constante y,por lo tanto) 

se cump í e que: d( ce-ca) y,por lo tanto, se 

puede escribir': 

-Q (Ce .•.. Ci) 
dt (13) 

I • ) \ Ce ...•. C~ v 

Por integraciÓn de la ecuaci6n 13, se 

ob t i ene t 

In (Ce - Ci) 
-p • :.~" . t + Cte (14 ) 

v 



Si ee establecen las siguientes condic 

nes de borde, se tiene: 

a .•. O Ci ::::: O L - 
a t _. Ci :::: e ::::: Ce 

GiO 

en t cnc es : 
P.A.t 
v 

( ~ ¡::: \ 
" ¡ _; ) 

Si se considera, en una primera aproxima­ 

ción, a la fibra como un cilindro, se tiene: 

V r ( 16) 

In 2 
p • t (17) r 

Con esta última expresión se obtuvo P 

de la siguiente forma: se determinó Coo 1 la concentración 

de equilibrio del is6topo en una fibra, y en otra, a un 

tiempo t, se determinó Ci(t). Conociendo el radio de la 

fibra y su volumen, se tienen todos los datos para aplicar 

la ecuaci6n (17) directamente. 

Para la determinaci6n de la permea 

al agl.l.a y no electroli tos, se utilizaron las moléculas 
14", 3 cadas con \ .... y H disueltas en A11i1., con una actividac. 

2 o. 5 fA C/ml. Los Lsó topo s fueron obtenidos de 

England Nuclear Co , (NEN). 

~),! ,~'."'.- 
¡ .. 'c; 



Las fibras se disecaron como se ha rese- 

fla¿o anteriormente y se suspendieron verticalmente de un 

gancho colocado en el carro de un soporte metálico. Este SlS- 

ter;'ta p tía que la fibra iera bajarse con i1 

una cámara de lucita diseflada para que hubiera agitaci6n de 

la solución, sin daflo de la fibra, lo que se conseguía. por 
que no le provocaba tor- flujo continuo paralelo a ella, 

ci6n. (Figura 4). 

La cámara contenía la molécula de prueba 
, 14,.... 3H, Y sacarosa marcaaa con v o según el caso, disueltas 

en AI-L.tl.. La sacarosa se usó como marcador del espacio ex- 

tracelular. 

Antes de colocar cada fibra en la cámara, 

se le midi6 el diámetro y luego se le expuso a las solucio- 

nes radioactivas; se usaron dos fibras para cada tiempo. 

Los tiernpos ensayados fueron t, 1, 2, 3, 5 y 20 minutos pa­ 

ra el agua tritiada y 1, 2, 5. 10, 30, 50 Y 70 minutos pa- 

ra los no electrolitos. Al final del período de incubaci6n, 

las fibras se enjuagaron rápidamente en AVL~, luego se seca­ 

ron en papel filtro y se pesaron un tubos de ensayo previa­ 

mente tarados. posteriormente se agregó }':;:NO 3 0.1 N Y se 

dejaron equilibrar durante 24 horas. 

Las determinaciones de radioactividac se 

hicieron en alícuotas de 1 mI de la soluci6n de ácido ní- 

trico agregado a las músculos y en diluciones 1 ;100 del 

medio de incubaci6n; de igual manera se prepararon solucio- 



FIGUF(P .. 4 

El esquema representa un corte lateral de la cámara 

u~ilizada para la medición de captación de trazadores. 

¿:l, .t'igi tador rnag:'1.ético 

R. .solución de perfusi6n (trazador disuelto en A¡,IA) 

+ Baño ternloregtüadq, a 20 1 , ooe. Las flechas 

iean la dirección del flujo de la soluci6n de per- 

Fus i.ón , 
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v .. .J •. 

TIes patrón de Tritio y Carbono 14. Las alícuotas se di- 

er-on en 10 mI de mezcla centelleante preparada 

siguiente manera: 

SO mI Trit6n X-100 
, 

1 gr Ornnifluor 

250 mI 1'01 ueno 

Las muestras permanecieron líquidas y 

t r-an spar en tes duran te el proceso de con teo. Las det ermi- 

nac í.cne s de :radiactividad se efectuaron en un contador 

de c ent e Lr eo líquido refrigerado Paclcar-d , modelo 526 

tres canales. Se escogieron dos bandas del espectro de 

energía de las radiaciones a fin de poder determinar las 

cuen t as de tri tio y carbono en forma separada basándose 

en la diferencia de energía de sus radiaciones. 

La rapidez de conteo en cada una de las 

bandas, está dada por: 

A = 1 'r + eA e 
B = eBT + e 

en que e, es la eficiencia relativa del Carbono en el c:a­ 
r. 

r.3.1 A Y es la eficiencia relativa del tritio en el ca- 

B. 

De este sistema de ecuac i.one s , SE~ c:et2r- 

iatamente las concentraciones tio y 

(T Y e) previa resta del back jr-ound para 



Si se define ~ = 1 - (e • e ) A B 
se tiene entonces que: 

T == A - 
e 
B B 

e == 
1 e 

• B - 
b 

• A 

Para calcular las concentraciones de la 

molécula de prueba en el interior de la célula, se desconta- 

ron de las cuentas totales, las cuentas del trazador loca- 

lizado en el espacio extracelular, que se midieron a ~ravés 
14,... del análisis de las cuentas de sacarosa, marcada COn \... o 

3H según el caso. 

Se supuso que la razón de concentracio­ 

nes entre la sacarosa marcada (S*) y la molécula de prue- 

ba (M*) en la soluci6n ( (S~ sol 
r: "'1 , 

Y LM*J sol respectivamente) 

era igual a la raz6n de las cantidades absolutas de las mis­ 

mas moléculas contenidas en el espacio extracelular (S*e.y 

M*e respectivamente). 

También se supuso que la sacarosa no pe- 

netra a la célula en los ti~~pos ensayados. 

Por lo tanto se tiene; 

-k 
S e 
M7\- e (18) 

de donde: 
-l(­ 

M e 
r 7(-1 
L M J sol 

;; c;.';Á"'1 l S j sol 
* • S e I -t .~ ') \ ¡ ';) 



,... :~ . 
.j :... • 

cu i a de 

Entonces~la cantidad de marca de la molé­ 

* prueba en el interior de la fibra (M int) está da- 

por e 

'N- * M int :::: H total 
~, 

11 e ( 20) 

* "* H int = M total 
[ 

*"1 
S j sol 

* • S e ( 21 ) 

Para obtener la concentraci6n del 

* en el interior de la fibra, se dividi6 M int por el 

. ~ J..sotopo 
, , 

peso t'iU- 

meGO del músculo. 

La relación (21) se cumple 5610 si las ve- 

locidades de difusi6n de la sacarosa y de la molécula de 

prueba en el espacio extracelular son iguales. 

diferencias apreciables ont r e los coeficientes d(! d s 

la molécula más rápida llenará el espacio extracelular antes. 

por lo que el volumen que Itventt ambas moléculas será dife­ 

rente, en especial a tiempos cortos. 

Por esta razón se calculó un factor (f( t)) 

que relaciona los volúmenes de espacio extracelular aparente 

para sacarosa (VeS) y la molécula de prueba (VeH) a un ti 

(t) y que está definido por la expresi6n: 

VeS 
( 22) f(t) :::: 

Para calcular este factor, se 
e)(perimentalmente el vo l umen extracelular invadido 

sacarosa a diferentes tiempos. 



El volumen ext r-ace'rut ar aparente para 

la sacarosa a tiempo t, se calculó de la expresi6n: 

v (t) ::: e 

'lO­ 
S t 

• 100 ( 23) 

* donde S t SOn las cuentas de sacarosa marcada en la bra 

l t í ompo t y 

cada en solución. 

SOl, la concentración de sacarosa mar- 

Se observó que la entrada de sacarosa 

sigue una cinética exponencial de modo que el vo Lumen ex- 

tracelular aparc~te está dado por la expresi6n: 

v ~; ::: 
el-. 

- At Vo (1 - e ) (24 ) 

donde Vo es el volumen extracelular en el estado estacio- 

nario y A es la constante de tiempo del proceso. 

/ "'l 
\ ¡ 

V eH 
De un gráfico semi logarítmico de 

) v s t, se obtuvo A. 
Se supuso que ~ depende de la geometria 

del sistema y del coeficiente de difusi6n D, y está expre- 

Vo 

sado por: 

( 25) 

Por lo tanto, es posible calcular A para una 

" prueba si se conoce A para la sacarosa y los co er i c í e» tes 

de difusión en solución de ambas moléculas, ya que A d 

ser igual en ambos casos. 



\ * /\ H == 
\, -¡(- 
I\S 

( 26) 

tracelular aparente para las mOléculas de prueba (V *) 
eM , 

a cada tiempo y de la raz6n entre este y el espacio extra- 

celular apar~~te para la sacarosa se calculó f(t). 

f{t) == 
v ;*( t) 
eh = 

( 27) 

Como la determinaci6n de f(t) para las 

diferentes moléculas de prueba exigía muchos cálculos, se 

elabor6 un programa de computaci6n que se pas6 en un mini- 

cornpu tactor Wang 7 20-C • 

Finalmente, la c~~tidad de marca en el 

interior de la fibra a un tiempo (t) está dada por la ex- 

presión: 
r *\ * * IV 's~l M - -'- I t ) __ M total (t ') _ .... (.¡.. \ ',"". 1. v 

d ln L \ L • • .t 1. r(' "*" 
¡ ~ ¡ "'0"1 1..1iJ ~ ~ - 

f e t ) 

Cuando no se consideraba en el cálculo 
* de M int(t) el factor f(t),se obtenían valores de coeficie~- 

tes de permeabilidad más altos a los tiempos iniciales. 

calcularlos corrigiendo por f(t),lOS valores de P, se c:'e- 
ron relativamente constantes ~~ el ti~~po, indicando que las 

suposiciones anteriores son razonables. 
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FIGURA _¿_ 
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Espacio extracelular ocupado por la sacarosa marcada 

en funci6n del tiempo. 

Cada punto es el promedio entre 6 y 10 fibras. 

La soluci6n de sacarosa tenía una concentraci6n de 2 
+ a 5 uC/ml en A~~ y la temperatura era de 20 - 1,0 °G. 



39. 

RESULTADOS 

I Métodos Osm6ticos 

Previamente se determinaron algunos pa- 

rámetros de la fibra con el objeto de caracterizar el material. 

Contenido de aqua: Este se determinó según se describe en 

Nétodos. El resultado obtenido para 10 fibras fue de 79,0% 

::: í ,8% (e.s.). 

Espacio extracelular.- El espacio extracelular se deter- 

minó como se indica en Métodos, usando la sacarosa como mar- 

cador y dejándola equilibrar por 90 minutos. La Figura 5 

muestra que el gráfico del espacio extracelular aparente 

'l/S tiempo, es una exponencial y que tarda en alcanzar el 

equilibrio, alrededor de 60 minutos. El valor promedio para 

38 fibras fue de 10,58% ~ 1,5% (e.s.). 

Se hicieron experimentos en que se midi6 

el espacio extracelular después de haber equilibrado durante 

una hora la fibra en AMi\. - sacarosa 200 y 400 r1'111. En este 

caso, se encontr6 que el espacio extracelular era de 18:::27 -¡ ~~ 
_ ... 

y 32~3.5% respectivamente. Estos resultados parecen indicar 

que al colocar la fibra en soluciones hipert6nicas, el a~~a 

sale desde el interior de la fibra hacia el espacio extracelu­ 

lar hinchando los túbulos, aumentando de este modo el vo Iumen , 

a) Medidas de la variación del potencial de membrana.- 

En cada experimento se contro16 el poten­ 

cial de reposo, que fue medido con un electrodo longitudinal 

O con un microelectrodo de vidrio. Las mediciones del potencia_ 

-~-- --------~--~ ------- 
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de reposo, obtenidos de un total de 34 observaciones, die­ 

ron un valor de 53 ~ 5 mV (e.s.), el interior negativo res­ 

pecto al exterior. Los valores fueron registrados a tem­ 

peraturas entre 17Qy 20°C. 

Efecto de la temperatura sobre el potencial de membrana.­ 

Se observó una relación lineal entre el 

potencial y la temperatura, y las pendientes variaron entre 

0.60 y 0.90 mV por grado. 

En la Figura 6, se muestra el efecto de 

un cambio de temperatura sobre el potencial de reposo de 

la fibra. El 30% del cambio de potencial, se obtiene a los 

17 segundos, 10 que es una indicación de la eficiencia de 

la renovaci6n de las soluciones en la cámara. El experimen­ 

to fue planeado de modo que se produjeran cambios de tempe­ 

ratura de corta duración, a partir de una temperatura de 

alrededor de 15°C. 

Estos experimentos señalaron la necesidad 

de controlar cuidadosamente la temperatura de las soluciones, 

para lo cual se us6 una cámara termoregulada. 

Los resultados obtenidos- muestran que el 

potencial aumenta con la temperatura más de lo esperado teó­ 

ricamente, si se aplica la ecuaci6n de Goldman Hodgkin. 

Este efecto ha sido estudiado tambi~n por 

Dipolo y Latorre (1972) en Balanus nubilis y 10 explican por 

una al teraci6n del mecanismo de permeabilidad pasiva al Na j' K, 

Esta alteración no afectaría al mecanismo 

de transporte activo, ya que ni la estrofantidina ni el red~pla­ 

zo de sodio por litio afectan la magnitud del cambio de poten- 

cial inducido por la temperatura. 
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FIGUl{P. 6 
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Curso temporal de la variación del potencial eléctrico 

durante un cambio de temperatura (copia de un registro o­ 

riginal). De este gráfico se calcu16 un tl de 17 segun- 
a 

dos que corresponde a una constante de recambio de la so- 
. -1 luci6n en la cfunara de 2,5 mlnutos • La variaci6n del 

potencial se muestra en línea llena; la variación de la tem­ 

peratura de la soluci6n, en línea quebrada. 
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FIGURA 1 
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Curso temporal del cambio de potencial eléctrico por 

efecto de soluciones hiperosm6ticas de sacarosa. La 

línea contlnua muestra el efecto de una sOluci6n de sa- 
carosa 400 ~1 en A~~; la discontinua, una solución 200 rr~. 

(k~ = a~~a de mar artificial). 
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FIGURA 8 
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Efecto de la concentraci6n de sacarosa sobre el poten- 

da punto es 01 promedio de 3 determinaciones. 

En la ordenada se muestran las variaciones de potencial 

sobre el potencial de reposo,que se ha tomado como O. 
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Efecto de los cambios osm6ticos sobre el potencial de membrana ,» 

(E). El cambio en la concentración del medio Que bafia '" ~ Hl 

la fibra muscular, produjo una variación en la diferencia 

de potencial_ que llegó a un valor estable en alr edor 

3 a 4 minutos. Después del cambio temprano rápido, se apreció 

en muchos de los experimentos un cambio más lento en 

mo sentido (hiperpolarización) (Figura 7). 

En estos casos se extrapoló la componente 

lenta a tiempo cero y éste valor se tomó como el valor del 

, rn~s ..•. 

cambio de potencial. Se observ6 una relación lineal entre la 

concentración de solutos y el potencial de membrana en el ran­ 

go de O a 40"0 mM. El caso de la sacarosa se muestra en la 

Figura 8. 

Los valores de coeficientes de reflección 

calculados de los cambios de potencial se muestran en la Tabla ¡. 

Para urea y glicerol, dieron un promedio cercano al, lo que 

indica que éstas moléculas son tan impermeantes como la saca­ 

rosa, que tiene una permeabilidad muy baja en estas fibras. 

Como se verá más adelante, estos valores de () son más al tos 

que los obtenidos por medidas de cambio de volumen. Usando 

este mismo método, Vargas (1968) encontr6 en ax6n gigante para 

urea ~~ (): 0,83: 0,79 para glicerol y 0,00 para etilenglicol. 

Los cambios de potencial provocados por 

la sacarosa y los no electrolitos, variaban mucho de fibra 

e~ fibra, por lo que se normalizaron los datos calculando los 

valores de ~ en cada fibra. 

b) IJledidas de diámetro de la fibra.- La Figura 9, muestra '-'::1 

experimento típico en que una fibra equilibrada en una solu­ 

ción de agua de mar artificial se traslado a una solución 
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T A B L A 1 

VALORES DE <l OBTENIDOS POR CAMBIOS DE POTENCIAL 

PARA UNA SERIE DE NO ELECTROLITOS. 

MOLECULA N° 
EXPERIMENTOS 

<S @,.S. 

Sacarosa - 1.0 
Urea 14 1 ,08 + 0.235 

Glicerol 13 1 , 11 + 0,180 - 
E. glicol 8 0,51 + 0,13 - 
Rafinosa 8 1 ,01 + e,15 
Glucosa 6 0,84 + 0,131 
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de sacarosa 400 ml\1 en AJ.vIA. 

El cambio de soluci6n tom6 aproximada­ 

mente 15 seg desde el momento en que la columna lleg6 a la 

cámara. Para evitar mezclas en los tubos de conducci6n, se 

dej6 ~1trar una pequeña burbuja de aire para separar las 
soluciones. 

En la mayoría de los casos, el c~nbio de 

diámetro se completó a los 20 minutos. Para las moléculas 

probadas, el orden en la magnitud del cambio fue 

Sacarosa> Glicerol> urea> Etilenglicol. 

En la Figura 10, se ilustra un 8ráfico 

de In (dt - d'OO) / (do - deo) vs tiempo. La buena linea­ 

ridad obtenida permite concluir que el cambio de diámetro 

ocurre según una función exponencial (ecuaci6n 7). 

Comparando los valores de J de la saca­ v 
rosa con los de los otros solutos, se determin6 () , el coe- 

ficiente de reflecci6n osm6tico. Los valores obtenidos apa- 

recen en la Tabla 2. 

Con los datos obtenidos en los eAperimen­ 

tos realizados con sacarosa, se puede calcular Lpt el coefi­ 

ciente de conductibilidad hidráulica de la me~brana, asig­ 

nando un valor de ~ igual a 1 para la sacarosa. 
Jv 

La raz6n J~~C no permaneci6 constante en el rango de con­ 

centraciones de sacarosa usado (Fig. 11). Este resultado in­ 

dica que la presencia de capas no agitadas en las zonas cer- 
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FIGURA 9 

o 8 40 16 24 32 

TIEMPO (minutos) 

Cinética del cambio de volúmen en una fibra muscular, por 

efecto de una gradiente osm6tica de sacarosa 400 mM. Las 

unidades del diámetro son unidades arbitrarias que luego 

se llevaron a f y cm. (1 unidad = 0,88 u). 
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dt ..•. do.:. Gráfico de ln vs. tiempo para un experimento do-d..c 
típico de cambio de diámetro en una fibra, provocado por 

una gradiente osm6tica de 400 mOsm de sacarosa. 
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TABLA 2 
Zi1 *~j ::Ii~~ 

VALORES DE es DETERHINADOS POR MEDIDAS 

DE DIAHETRO PARA VARIOS NO ELECTROLITOS 

MOLEC. + 
() e.s· 

Sacarosa 1 

Glicerol 0,96 + O f 11 - 
ürea 0,83 + 0,13 

Etilen glicOl 0,45 + 0,08 - 
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FIGURA 11 
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Diferencias de concentracíon (mMI 

Efecto de la gradiente de concentración sobre la r-azón 

entre el flujo de vOlÚmen y la diferencia de concentra- 

ci6n: Jv/ ó. e efectiva Cp. M/min. lt). 
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canas a la membrana alteran la cinética de salida de ag·ua. 

Se puede apreciar que los valores son función de la concen­ 

traci6n (Figura 11). 

Para calcular Lp se extrapoló a Csacarosa=O 

lo que dio un valor de J /.ó.C de 31.6 (~ .. lt/Nol. nun ) v . ~ 
. '" -12 3 -1""-, con lo que se obt1ene un L = 2.16 • 10- cm· seg Clna p 

e) Nedidas del cambio de densidad 6ptica.- 

La Figura 12, muestra un cambio tipico 

de la transmitancia al pasar una fibra de una solución isos­ 

mótica (A.Iv1A) a soluciones hiperosmóticas de urea 200 r::11 y 

de sacarosa 200 m}í. Los resultados obtenidos al colocar a 

las fibras en soluciones hiperosmóticas de no-electrolitos, 

muestran que los cambios de transmitancia son funci6n de la 

concentración y de la transm~tancia inicial. 

En experimentos en que se hicieron medidas 

simultáneas de cambio de potencial,de diámetro y de transmi­ 

tancia, se pudo comprobar que las cinéticas de cambio son 

diferentes. El cambio de potencial demora alrededor de 4 

minutos en completarse. El cambio de volumen tarda 17 minu- 

tos para la urea y 22 minutos para la sacarosa y el cambio 

de transmitancia tardQ 12 minutos para la urea y 22 minutos 

para la rafinosa. Estos resultados mostraron que no es po­ 

sible entonces, establecer una correlación entre los ca~bios 

de densidad 6ptica y de volmaen. 
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Gráfico de la cinética de los cambios de transmitancia 

de una fibra muscular por efecto de gradientes 200 rrJ"i 

de .urea y Sacarosa. 

~, Ringer músculo. 
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La Figura 13 muestra un gráfico d,'C!l 

c~T¡bio de transmitancia vs concentraci6n para solucio- 

de sacarosa en Afili. Los valores se dan normaliza- 

dos por la transmitancia en ANA. 

Se puede apreciar una relaci6n lineal 

hasta alrededor de 250 mN. Concentraciones mayores no 

producen cambios en la transmitancia de la fibra. Una 

relaci6n semejante se obtuvo para el glicerol y urea, aun­ 

que para esta última la transmitancia se hace constante 

cerca de 400 ml'1. 

Se encontr6 que la urea y el glicerOl 

eran capaces de oscurecer a las fibras de alta transmi­ 

tancia inicial (25 a 35% T), la sacarosa, la glucosa y 

la rafinosa prOducían un_erecto menor en el mismo sentido. 

En cambio, en mú.sculos de baja transmitancia (10 a 1510) 

la urea y el glicerol produjeron s610 un pequeño oscure­ 

cimiento; en c~nbio la sacarosa y, más aún, la rafinosa, 

produjeron un gran aclaramiento de la fibra. La inulina 

25 ITlJ.'1 Y el dextrano 6 mIvI produjeron aclaramiento de las 

fibras de baja transmitancia a pesar de su bajisima con­ 

centración. 

El etilenglicol provocó inicialmente 

un rápido oscurecimiento que llegó a un máximo y luego 

bajó hasta una transmitancia mayor que la que tenía inicial­ 

mente. Este erecto transiente podría deberse a que el 

etilenglicol penetra muy rápido en el espacio extracelular 

y como es muy permeru~te, entra a la fibra atenuando la 

gradiente osm6tica. 
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FIGURA 13 
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Gráfico del cambio de transmitancia en una fibra muscu- 

lar en funci6n de la concentraci6n de sacarosa. Los ~-, uc.- 

tos corresponden a experimentos realizados en varias fi- 

s normalizados por la transmi tancia inicial medida. er: 

------ ... __ .- ------ 

Ir Nedici6n de Coeficientes de Permeabilidad con 
T!-ª_zadoT"2S. - 
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1 a 
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1 04. . ) ;1'; "",4,\ 
¡U ¡ 

( experimentales) 

3~42 
.,. 

0,18 

2,55 
"\ ..• - 0,04 

2,33 + 0,12 
1 ,15 

-1 .• 
0,08 

0,58 
..• } 

0,02 

O t 13 
-7 

0,01 

0,19 
-!- 

0,02 - 
0,12 

-}- 
0,01 - 

O t 15 
~r 

0,02 

0,09 + 0,01 - 
0,00 

I ..:15' \, ) 

( 22) 

(25 ) 

('14) 

(30) 1 

(8 ) 1 
1 ¡ 
! 1 ~-----------------+--------------------~--------------------~ 

ipirina (12) 

Hetanol (10) 

Acetarnida (15) 

ilenglicol (15)1 
i Glucosa ( 10')' I \ 1 

lurea 

U:1:ea 

Glicerol 
...,.. - .. .mu.i a.na 

5 , 05 - O, 1 2 
3 85 

",; ..• 
r-: 1 , - v, 7 

2 ,91 
{"- 

0,08 - 
1 52 

...~ .. 

° oa r - , -' 

O, bL!.. 
-{- 

O, 01 - ¡ 

O 132 0,01 

O, 23 
.. ~ ..• 

O ,02 

O, ~ 7 
"'r 0,01 , - 

O, 1 7 
-¡", 

0, - 
O, 1 2 + 0,01 - 
0,00 

Coeficientes de permeabilidad (p) de varios no­ 

ectrolitos determinados por difusión de trazadores. 

Las cifras en paréntesis representan el 

de experimentos. Los datos se dan con el error s 
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't)I SION" --,-~-- 
ientes de Reflecci6n Osm6ticos.- 

IdO s 

s o t merecen ser discutidos, ya. e- 
.,...,. .: -. ~_.-, 
s., C_' • .l muy afectados por la rnorfología (le la 1.e 

(1 fibra muscular. La complejidad d 

al" hace que no se pueda medir el efecto o smó t co 

de soluciones de no electl"olitos en toda el área 

Las mo Lécu.í.a s deben d i.Fund í.r' pr-imer-o en 11:(1. s í s t ema 

canales con solución no agitada antes de e j ez .. cer .... su efec- 

to osmót í co , que aparece entonces muy amoz-t i.quadc , 

Las medidas de variación t enc í a t 

de por efecto de soluciones hipertónicas mos 

,esta1.~ muy afectadas por estos factores, ya que los r-esuj s 

obtenidos presentan gran variabilidad en d i s t í.nt as fibras 

y poca reproducibilidad. 

En los s í.s t emas estudiados por otros aut cz-e s , 

como son vesícula biliar de conejo (\'Jright y Diarncm.G, 19 " ; 
y axón gi~Jante per fundido de calamar (varcas , 1968) w el 

• _, •• ,1' b l ema de capas no agl tao as era menor, ya que pocn.a e 

en t eman t e la supel"ficie de estas barreras 110 es t an cozs- 

pl a como la de la membr-ana de la fibra muscular 

La velocidad de difusi6n de los no 

litas está i1'l.versamen.te relacionada con su 
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s Ésto, pued e e suer-ar-s e que las moléculas .•. J. _ 

s rápido ej er-c í.endo t.r-an s í.en t emen t e un mayor i:;:_ 

fectci osmó t í co g-.L"andes, a pesar de que las 

los valores de para urea y glicerol obtenidos por as 

de potenciales sean de la misma magnitud que el de sacarosa. 

El etilenglicol penetra tan rápido como la urea al espacio 

extracelular, pero es mucho más permeable, por lo que su 

eFecto osmótico es menor. 

Los valores de 0- obtenidos por med í.das 

de cambio de volumen muestran menos variabilidad y son 

semejantes a los obtenidos por Bunch y Edwards (19ó9), por 

medidas de equilibrio osmático. 

Un aspecto inLeresante de considerar es 

que las cinéticas de cambio de potencial y de vo Lumeri 1 

ron muy distintasF como se puede apreciar en las Figuras 7 

y 9, lo que estaría Lnd i.cando que reflejan fenór¡tenos dife- 

rentes. 

Las medidas de cambios de potencial, per­ 

miten detectar variaciones muy rápidas en las diferencias 

de concentración a través de la m8Jbrana. Estas medidas 

son m.uy sensibles a las variaciones locales de concentrac 

por lo que dependerán de la zona donde quede ins el 

:nicroelectrodo. En algunos casos, éste puede quedar ce::cc::;.:;;;) 

a la superficie de la fibra y en otros, en el interior, ce:r- 

cano al fondo de una invaginaci6n. El flujo de e::: 

la zona cercana al electrodo será en cada caso ":',":"; ":- ,~-: \...:.:; ~ ,... 'C 1 

ya. que la velocidad con que se establece la gradiellte o ••••••. >0, ,''''1<'::, 
e, ...•.. \,._._,':., 



en la s,_;.perficie c.e la fibra debe ser mucho mayor la 

ocidad con que lo nace en el .i.rrt er i.or' de 

ya que el no electroli to d emcr-a un tiempo en 

de 

los mov imí.entos de r-ed'i s tr í.bucí.ón de agua en 

pacío extracelular, fen6meno que tarda cerca de 20 minutos 

en completarse. 

La presencia de capas no agit2.das l:a- 

ce que la gradic~te osm6tica efectiva sea menor que en 
sist8úa perfectamente agitado y esto afecta la magni~ 

de flujo de' agua. 

Al fluir el a~~a desde el interior de ~a 

fibra hacia el exterior 1 se produce un aumen ro de la OOY.- 

cerrtz-acáón en la zona adyacente a la membr-ana en el inte- 

r í.or y una diluci6n en la zona cercana a la membr-ana en el 

exterior (Figura 14). 

Se puede demostrar que 6.. e real < 
teórico y que la diferencia entre estos dos valores 12:(.- 

,de del espesor de la capa no agitada (:5), del flujo 

agua y del coeficiente de difusión (D). Se supone 

para todos los solutos (Dainty y House1 1966). 

Comparando la sacarosa con o tzo s 501:;.- 

t.c s , tenemos T sac). 
Uv " 

J~ soluto y Dsac (DsolutO. 

DOS factores hacen que la d i.s cr-epanc í.a observada en tz-e 

e real y el e te6rico sea más grande para la saca- 

rosa que para los otros solutos. Si se coz-r í.qe es- 

---_, --- ------- 
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real .ó.C 
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Esquema del perfil de concentraciones a través de 

membr-arra (¿i Se observa el ti e real debido a la capa no 

agitada y el e teórico c~ando se considera una 

ci6n perfecta a ambos 
( 

lados de la membrana. O es el 

espesor de la capa no agitada. (Dainty y House, í966). 



tos factores los (i" para ur-ea y glicerol , resultan más 

Pe CiD .. eño s • 

El efecto de las capas no agi 

se es en los experimentos en que se mí.o i.ó Jv en 

e, observándose que eí'ec't ivament e los va- 
101"eS de Jv dependen de las diferencias de concen tt-ac 

a tl'"'avés de la membr-ana ti 

El gráfico de la Figura 11, muestra 

Que T /':1 e d i.smí.nuy e linealmente con el aumento de la ~ ""v /, 
diferencia de concentración. 

Por extrapolaci6n a ~ e = O, se tie- 

ne que e real == 

Los exper-í.men tos mo s t r-ar-on que la r:lag- 

n i t ud y s í qno de los cambios de den s í.d ac :_:,"'o:ica, varía 

de fibra en fibra y son funci6n de la trilllsmitancia 

cial. Por otra parte, en experimentos simultáneos, se 

pudo comprobar que los camb í.o s de transmi tancia no S'2 

correlacionan siempre con los cambios de volumen, ya que 

las moléculas 4' mas chicas los primeros son más rápidos. 

Esto hizo imposible utilizar los ce:n- 
bios de D~Oo como una medida de los cambios de y 

determinar valores de (j- con éste método. 

Aunque no tenemos una explicac C-La- 

ra para les efectos provocados por los distintos no ec- 

t r-o Lito s en la transJ:'litancia; puede suponer-se que él 

de.n ~ al igual que los potenciales, de la velocidad 

fusi6n de los no electrolitos en el espacio extracelular. 
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cuz-va s de C( t)/C( !~¡;)) vs P d i s t i.n t o s 

17) • estos gráficos~ 
el lidad.si se ha d • 
mente C(t)/C(ca) y se conoce el radio de la fibra. 

Los valores experimentales y los corregi- 

s se compar-an en la Tabla.3 . 

Los valores de los coeficientes de 

lidad corregidos son mayores que los obténidos e- 

r í.men talmente. Los valores de P para agua, urca y :;-1 ' 

resultaron más altos qUe los obtenidos 

'.;l Ed~~!ards en Bala:tlUS nub í i í s • Debido a la gra.n 

en super .... ficie de la membrana de la fibra I los va Iores 
es de P deben ser con toda seguridad bastante pe .... 

s que los obtenidos por nosotros y por Bunch y 

cue , CO;T¡O se .•. i 

"" ., $ 1 na Gl.cno, la superficie total de la membr a-. 

ua es 30 a 40 veces mayor que la superficie geométrica. 

En todo caso. si se supone que esta rela- 

es cons tante para todas las fibras, se puede obt ener 

o secuencia en los valores de perffieabil 

..LOS no-electro tos y el agua. Con estos valores y los 00- 

s por métodos osm6ticos. se puede discutir los 

que afectan el paso de las moléculas a t:r. .... avós éie la 
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Coeficientes de Permeabilidad (r-), coeficientes de pal;"- 
1 

tic (k) aceite/agua y valores de P*M2 de varios no- 

electroli tos. (1'1 :::: peso molecular). 

Los valores de P se dan con los errores standard. 
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Es obvio que pueden construirse otros mo-. 

os que t enqan más similitud con la estructura morfoI6n "J 2.. 

de la fibra. Sin embargo, esto implica también que la solu- 

e matemática de las ecuaciones de difusi6n se hará enor- 

memente más compleja. 

Permeabilidad al agua y no electrolitos.- 

La Figura 18 muestra un gráfico de Pi-:¿ vs k 

donde P es el coeficiente de permeabilidad, M el peso molecu­ 

lar y k el coeficiente de partición aceite/agua. La distri­ 

buci6n de las moléculas, es muy semejante a la encontrada 

Collander en Chara, 10 que indicaría que en la fibra muscular 

de Balanus los factores químicos y físicos que determinan la 

permeabilidad son esencialmente los mismos. 

Los resultados obtenidos (Tabla 4), mues­ 

tran que el agua es una molécula muy permeante. La permeabi­ 

lidad se determinó por medidas de captaci6n de HTO y por méro- 

dos o smó t i.co s medidos de cambio de volumen. LO$ valores ob­ 

tenidos dieron un P"f '6 de 3,4 • 10-4 cm/seg y un P ~ -4 al USl 1'1 o smo 

10 cm/seg con un L para la membrana de 2,16 p 
dina, obtenidos de las m~didas de J / ~C. v 

de 29,3 • 
3 cm /seg • 

Como se plantea más arriba, estos valores 

deben ser bastante más altos que los valores reales de per­ 

meabilidad, ya que en ambos métodos se considera la fibra 

como un cilindro y la superficie de intercambio es el manLo 

de ese cilindro. Sin embargo, creemos que es válida una dis- 
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cusión de las discrepancias entre los dos métodos. 

lla a0 los flujos osrn6ticos son 

los causados por flujo difusional, ha llevado a postular 

2. varios autores, que el movimiento de ag'lla es de tipo 

Poiseuille en los primeros, fluyendo el agua por poros 

la membrana debido a la gradiente osm6tica y por difu­ 

tipo Fick. en el segundo caso (ussing, 1954; Solomón, 

1968; Villegas y Villegas, 1960; Sorenson, 1971). 

Cass y Finkelstein (1967), no han encon­ 

rz-ado diferencias entre la permeabilidad osm6tica y coefi- 

cientes de permeabilidad difusional en bicapas de 

cerebro. Por 10 tanto, otras explicaciones para estas 

discrepancias entre los dos coeficientes de permeabilidad 

podrían ser la existencia de un coeficiente de difusi6n 

para el ¡ITO más pequeño en el ci toplasma, lo que parece es­ 

tar negado por los datos de Bunch y Edwards (1969), o ~l 

efecto de capas no agitadas de espesor considerable, 

que sí puede ser importante, debido a la Complejidad de es­ 

pacio extracelular. 

El gráfico de la Figura 18, muestra que 

la urea y el glicerol, son los no electrolitos menos per­ 

meantes, mientras el metanol y la antipirina aparecen con 

las permeabilidades más altas, indicando que el factor s 

importante que determina la velocidad de entrada a la fibra. 

es la solubilidad en lipidos. En este sistema, el t~~año 
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no ece ser tan importante, ya que la ur ea por e j emp.Lc t' 

se sitúa en la secuencia principal,contrariamente a lo ha­ 

llado por \'lrigth y Diamond en vesícula biliar, donde ésta 

aparece con una permeabilidad bastante alta. 10s mismos 

resultados se obtuvieron en los experimentos osmóticos 

(caHibios de vo rúmen ) que dieron para la urea un <r de O. 3S, 
para el glicerol 0.96 y para el etilenglicol 0.45. 

Se ha demostrado desde hace bastante tieT.- 

pOp que el aumento en el número de lOS grupos OH provoca 

una disminuci6n en la permeabilidad. Los experimentos nm€s­ 

tran que)efectivamente,ésto se cumple para el caso del me­ 

ta1101, etilenglicol y glicerol, aunque también P está afec- 

tado por el aumen to; .de eL tamaño molecular. Sin embargo, el 

efecto del aumento del largo de la cadena es bastante menor 

que el erecto del aumento de los grupos OH. Se ha postulado 

que el aumento en el nlli~ero de OH implica una mayor posibi- 

-lidad de formación de 61laces de H,aumentando de éste 

las interacciones del soluto con el agua. A mayor solvata­ 

ción de la molécula en el agua, mayor es la energia. que re­ 

quiere para pasar a la fase lipídica. Una excepci6n encon- 

trada, es el caso de la glucosa,que aparece con una permeabi­ 

lidad mucho más alta que lo esperado. Esto podria explicarse 

por un mecanismo de transporte facilitado, descrito ~~ muchas 

células y que en el músculo podría tener importancia por el 

enorme gasto energético que requiere el fen6meno de contracción. 
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Se ha demostrado que el aumento en los 

NH en la mo I écu l a disminuye los coeficientes de 2 
pel~meabilidad y de difusión por razones análogas a los SJ1.~u- 

s OH. En los experimentos realizados, puede observarse 

que ésto se cumple para la urea y la acetamida. La prime­ 

ra tiene 2 grupos NH2 y en la segunda, se ha reemplazado 

un NH2 por un grupo CH3! la urea muestra una permeabilidad 

10 veces" menor. 

Se ha observado que los grupos NH2CO 

causan una notable disminución en el coeficiente de per­ 

meabilidad que también puede explicarse porque estos gru- 

pos forman puentes de H, existiendo en este caso 4 sitios 

posibles de enlaces (dos aceptores y dos dadores). Los 

experimentos muestran que el re6nplazo del O por S en la 

urea, produce un aumento en el coeficiente de permeabilidad. 

Esta" mayor permeabilidad de la membrana a la tiourea, 

se puede explicar por la menor e~ectro-negatividad del S, 

que hace que la fuerza de los enlaces H con el agua sea más 

débil que en el caso de la urea. 

En experimentos realizados en bicapas, Lippe 

ha encontrado que la razón p(tiourea)/p(urea) a1L'71enta en 

relaci6n a la cantidad de co1estero1 en la m~'7lbrana, lo que 

indica que la proporción entre fosfolípidos y esteroles es 

también un factor importante en la determinación de la per­ 

meabilidad a los no-electrolitos pequeños. 

Generalmente, se observan apreciables va­ 

riaciones en las permeabilidades cuando se comparan cél 

de diferentes especies y aún de diferentes tejidos de un O:r'- 
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ganismo. Esto puede deberse a variaciones en el coeficiente. 

partición de una determinada molécula en diferentes mem- 

b::canas. Corrientemente, el coeficiente de partici6n u1:iliza- 

es el de aceite de oliva - agua, pero es evidente que te 

será diferente si se considera la solubilidad en los lípidos 

de la membr ana , Como las membranas varían en compo s Lc Lón, 
se dene esperar una variaci6n en los coeficientes de permea­ 

bilidad. Por ejemplo, las diferencias encontradas para las 

permeabilidades al etilen glicol y Poz-mamí.da en exones de 

Do s í.d i.cu s ¡;risas, y Doriteuthis Elei puede ser explicada por 

la diferente composici6n lipídica de estas membranas. 

La al ta permeabilidad :a·l_ metanol, puede 

deberse a que es una molécula muy pequeña que no provoca 

gran distorsión de las cadenas parafínicas de los lípidos. 

Ademas ~ posee .. 5610 un grupo OH para hacer enlaces de hi­ 

drógeno, por lo que es el grupo CH3 el que determina prin­ 

cipalm~~te su solubilidad en lípidos. 

La introducción de grupos CH2 aumenta el 

coeficiente de partiCión y la permeabilidad, lo que puede 

ser eAplicado por un gran efecto entr6pico que determina 

una variaci6n positiva en la energla libre de interacción 

agua:hidrocarburos, que tiende a excluír al soluto de la 

fase acuosa. 

Como las interacciones entre moléCulas 

de agua son ~ucho más fuertes que las interacciones hi- 

drocarburo : agua, se tienden a formar enlaces entre ellas, 
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rompiéndose la estructura ordenada del agua en torno a 

cadenas hidrocarbonadas; esto provoca entonces un 

aum~~to de entropía. 

Lo contrario ocurre en la fase lipidi­ 

ea de la membrana donde las fuerzas de Vanr del"' Waals en­ 

tre los lipidos de la membrana y las cadenas hidrocarbo­ 

nadas de los solutos son predominantes. 

Los experimentos de Bunch y Edwards, 

muestran que el DMSO (dimetilsulf6xido) y el ASA (ácido 

acetil salicílico) tienen mayor permeabilidad que la urea 

y también un mayor coeficiente de partici6n, siendo ambas 

mucho más grandes, 10 que refuerza la idea que es el fac­ 

tor de solubilidad en lípidos el determinante en la res­ 

tricci6n al paso de los no-electrolitos. Esto puede ver­ 

se también, en el caso de la antipirina ( 'M=188) que es u­ 
na molécula con dos anillos aromáticos, con sistemas elec­ 

tr6nicos conjugados. Puede pensarse que éstas mol~culas 

C01'1 electrones deslocalizados pueden hacer enlaces de V'an 

der vlaals fuertes con las cadenas lipídicas de los f05fol1,­ 

pidos. Estas características se verían aumentadas por a­ 

quelJos grupos que 'tienen efectos inductivo.s al aumentar 

la densidad electr6nica. 

Recientemente, Tr~uble (1971), ha discu­ 

tido el problema del paso de no-electrolitos a través de 

la parte lipídica de las membranas/en términos de fluctua­ 

ciones térmicas de las cadenas hidrocarbonadas. Postula 
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el movamt en to térmico provoca la formaci6n de a sómer-o s 

cnnformacionales por torcimiento de las cadenas, 

defectos estructurales que dejan volúmenes libres móviles 

entre ellas,donde pueden penetrar las moléculas permeantes. 

La plasticidad de la membrana será funciÓn 

entonces, del largo de las cadenas. del grado de saturaci6n, 

del tipo de isomería cis o trans, de la razón colesterol: 

fosfolípidos y de la temperatura. 

Estos factores, además del tamaño y pola­ 

ridad de los no-electrolitos, determinarán la magnitud de 

sus interacciones con los lípidos y por lo tanto) su permea­ 

bilidad. 

Aunque no se estudió el efecto del pH en 

la permeabilidad, es razonable pensar que la carga y tafua~o 

de los grupos polares de los fosfolípidosJafectará el trans­ 

porte de los no-electrolitos, especialmente aquellos más po­ 

lares, con los cuales pueden tener interacciones dipolo-dipolo 

o i6n-dipolo. 

Otros trabajos que pueden dar inforrr.aci6n 

acerca de los factores que afectan el flujo de no-electrolitos 

y de agua, :son-; . ; los estudios del e.fecto de la temperatura. 

Hidalgo y Latorre (1970), han encontrado 

que en axones gigantes de Dosidicus gigas,la dependencia 

térmica del flujo de entrada es funci6n del grado de polari­ 

dad, siendo las moléculas más afectadas la urea, la tiourea 

y etilén glicol. El efecto encontradQ es mayor que 10 



la variaci6n de los coeficientes de difusión en soluci6n .. 

Bun,ch y Edwards,en Balanus.,encontraron energías de acr ivac.í.ón 

7,46 K Cal/mol para agua y de 26,14 y 20.18 I Cal/mol para 

el DMSO y urea)respectivamente. 

Existen varias explicaciones para dar cuen­ 

ta de estos hechos; una seria que si se supone la existencia 

de poros acuosos en la membrana, el aumento de la temperatura 

aumentaría el área disponible para la difusi6n. Sin embargo, 

esto parece estar negado por los resultados de Bunch y Edwards, 

que encontraron que el valor de (} para urea y glicerol no se 

alteraba con'la te~peratura. 

Otra posibilidad entonces, es que las ener­ 

gías de interacci6n agua-solutos, aumenten más para los solu­ 

LOS polares que para los no polares, por lo que éstos requie­ 

ren una energía de activaci6n más alta para pasar de la fase 

acuosa a la fase lipídicª, sin necesidad de postular canales 

acuosos para el paso de no-electrolitos. 

El análisis de los aumentos de energía li­ 

bre de soluci6n en H20, lípidos o membranas (Nitella)asocia­ 

dos a grupos funcionales específicos realizados por Wright 

y Diamond (1969). muestran que la secuencia principal se de­ 

be a las diferencias en las fuerzas intermoleculares a~~a 

solutos; mientras más grandes sean esas fuerzas m&~or es la 

permeabilidad. 

Los datos obtenidos t l.levan a pensar que 

en fibra muscular de Balanus, la permeabilidad a 10s no­ 

electrolitos depende de su coeficiente de partici6n aceite- 



agua y en segundo lugar. de su t amaño , La permeabilidad 

al agua, podría ser explicada por el paso a través de 

canales acuosos que tienen grupos polares en su interior. 

82. 



Se estudi6 la permeabilidad de la fi- 

bra muscular de Meqabalanus 2sittacu~ al agua y no-electro­ 

litos. determinando los coeficientes de reflecci6n osm6ti­ 

cos y los coeficientes de permeabilidad difusional. 

Los coeficientes de reflección, se de­ 

terminaron de la razón entre los flujos osm6ticos provoca­ 

dos por gradientes de concentración de no-electrolitos y 

la sacarosa. Con este objeto, se usaron tres técnicas 

diferentes: medidas del cambio de densidad 6ptica, medida 

de potenciales de flujo y medidas del cambio de vol~nen 

de la fibra. 

Se observ6 que los efectos de los no­ 

electrolitos sobre la densidad 6ptica eran muy variables, 

ya que algunos provocaban oscurecimiento y otros aclara­ 

miento de la fibra. Debido a estas diferencias en la mag­ 

nitud y sentido de los cambios de transmitancia, no fue 

posible determinar un valor para el coeficiente de reflec­ 

ci6n por éste método. La cinética de los cambios de den­ 

sidad 6ptica, resultó ser más rápida que la de la variación 

del vo tú.nen , lo que parece indicar que no existe una corre­ 
lación entre ambos fenómenos. 

Los resultados de las medidas de poten­ 

ciales de flujo, muestran que la urea y el glicerol causan 

los mayores efectos. El etilen glicol, provoca cambios de 
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potencial menores. 

10s coeficientes de reflecci6n obtenidos 

para la urea y el glicerol, dieron un valor cercano a 1, 

o sea, que parecen ser tan impermeantes como la sacarosa. 

Para el etilén glicol. se obtuvo un ti de 0,55. Se pos­ 

tula que estos valores están más afectados por la difu­ 

sión de las mol~culas en el espacio extracelular/que los 

obtenidos por medidas de cambios de vo Iú.nen , 

Las medidas directas del cambio de vo­ 

lúmen provocado por gradientes osm6ticas de no-electrolitos, 

dieron valores de coeficientes de reflecci6n que estaban 

mejor correlacionados, con los coeficientes de permeabili­ 

dad difusional. 

10s valores de <r obtenidos, fueron 0,96 
para el glicerol, 0,83 para la urea y 0,45 para el etilén 

glicol. 

Se determinaron los coeficientes de per­ 

meabilidad de HTO, urea, glicerol, glucosa, antipirina, 

metil urea, tiourea, metanol y acetamida en fibras muscula­ 

res aisladas, haciendo medidas de captaci6n de trazadores 

radiactivos •. 

Sé éncontr6 que les coeficientes de per­ 

meabilidad de los no-electrolitos son funci6n de la pOla­ 

ridad de las moléculas. La urea, tiourea y el glicerol, 

presentan las permeabilidades más bajas, . en cambio el agua 

la antipirina y la acetamida, son muy permeantes. 



La glucosa aparece con un coeficiente 

pe::i:'meabil más alto de los esperado por su coefi- 
ciente de partici6n aceite/agua, lo que se explicaría por 

un transporte facilitado de esta molécula. En general, 

a medida que aumenta el númer-o de grupos que pueden hacer 

enlaces de hidrógeno, disminuye la permeabilidad. 

Los resultados indican,entonces, que la 

permeabilidma los no-electrolitos en estas fibras/está 

determinada principalmente por el coeficiente de partici6n 

lípido/agua, y en segundo término, por el tamaño molecular. 

Se postula que el paso de los no-electro­ 

litos se realiza en tres etapas, que serían: a) paso desde 

la solución a la membrana, para lo cual deben romperse en­ 

laces de hidrógeno entre el soluto y moléculas de a~~a; 

b) Difusión a través de la matriz lipidica de la me~brana. 
e) Paso de la membrana a la solución en el interior de la 

célula y formaci6n de nuevos enlaces de hidrógeno. 

La difusión en la parte lipídica estaría 

favorecida para las moléculas que presentan menor energía 

de interacci6n con las cadenas hidrocarbonadas de los fos­ 

fOlipidos, pero la etapa limitante del proceso seria el 
paso de la solución a la membrana. 
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