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grandes que 105 postulados para las membranas de gidbulo
rojo v de axbn. Del andlisis de la cinética de intercam~-
bio de agua qeuterada, Sorenson postula la existencia de
dos compartimentos para €l aqua: el sarcoplasma, que daria
cuenta del 60 a 70% del agua y 1log organeles intracelula-—
res, que darian cuenta del resto.

Wright y Diamond {1969), han determinado

valores de ¢ para una gran cantidad de no-electrolitos en

epitelio de vesicula biliar de conejo, de la razfn entre
108 potenciales de flujo provecados por una molécula de
prueba y la sacarcsa. Los resultados mostrarcn que G dis-
minuia a medida que aumentaba el coeficiente de particidn
aceite/agua, 1o que los llevd a concluir que las fuerzas

intermoleculares que determinan la permeabilidad, son las

mismas que determinan la solubilidad en lipidos. BEstos re-

sultados fueron confirmados posteriormente, por Smulders

v Wright {1971) mediante técnicas de difusidn de trazado-
res.  Encontraron algunas desviaciones para las moléculas
ramificadas,que aparecen con valores de ¢ mds altos que

lo esperado, efecto gue atribuven a una anisotropia en

los 1ipidos de la membrana. BEstas desviaciones también las
encontraron en el casc de ias moléculas pegquefias poco SOiu-
bles en 1ipidos como la urea, Yy que presentan un efecto

de temperatura anbmalo. Estos resultados son explicados,
suponiendc que estos no=electrolitos penetran a través de

regiones de la membrana con alta concentracién de grupos




polares asociados a moléculas de agua estructuradas,

Los resultados de 1os estudios de permea-
bilidad al agua y no-electrolitos en glbbulos rojos
{Goldstein y Solomon (1960), Solombn {1968}, Sh&'afi y
Gary-Bobo (1973) ), se han interpretado suponiendo
que la membrana de estas c&lulas actla como solvente
selectivo y como filtro molecular. El agua, que presens
ta una alta permeabllidad en la membrana, se moveria por
difusibn pasiva y flujo viscoso, del mismo modo que lo
hace en solucién.

Se ha encontrado que los no-electroli-
tos hidrofilicos pequefios penetran muy rédpido, lo que
también se ha explicado suponiendo que se mueven a tra-
vés de canales acucsos; en cambic 1los no-electrolitos
lipofilicos, pasarian a través de la membrana por diso-

lucibén en la parte lipidica de ella,

OBJETIVOS

Como se puede apreciar,en general 1o0s
estudios reseflados confirman las reglas de Overton res-
pecto de log 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




un no-electrolito pequeiio, es diferente en distintas
membranas.

La membrana de axén parece ser poco
permeable a la urea, en cambio las membrana de glébulo
r0jo v epitelio de vesicula biliar parecen ser muy pere
meables, Como se ha dicho anteriormente, estas dife-
rencias pueden ser atribuidas principalmente a diferen-
éias en la composicidén vy estructura quimica de estas mem=-
branas 0 a diferentes mecanismos de transporte, pero tam-
bién 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 algqunos poe-
cos no-electrolitos, por esta razdn, juzgamos importante
hacer un estudio sistemético de la permeabilidad de series
de no-electrolitos, usando diferentes métodos experimenta=
les,

Como material se eligid la Fibra muscCum
lar de Balanus (Barnes, 1968), va que &stas células resule
tan muy apropiadas,por su gran tamafio,para hacer estudios
de efectos osmbéticos y de difusién de trazadores.

Se enfocaré la atencibdn especialmente
en efecto del tamafic molecular, del grado de polaridad de
108 no-electrolitos v en el efecto de grupos quimicos como

OH, NH. v CO, que poseen Atomos electronegativos y que son

2
capaces de establecer enlaces de hidrdgeno con el agua.
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Los flujos osméticos causados por gra-
diente de concentracidn de no-electrolitos, se determina-~
r&n midiendo potenciales de flujo, cambios de vollmen y
cambios de la densidad éptica de la fibra. De la razdn
entre los efectos provocados por una molécula de prueba
y una molécula impermeante, se determinardn los valores de
10s coeficientes de refleccién osmbticos. Los coeficien~
tes de permeabilidad difusional, se determinardn haciendo
medidas de captacibén de trazadores radioactivos.

Otro propbsito de este trabajo, es con-
tribufr al mismo tiempo, a una caracterizacién de la mem—
brana de las fibras de la especie chilena del cirripedic

Megabalanus psittacus que, al igual que las de Balanus

nubilisyse ha utilizado como material para el estudio de
las propiedades eléctricas y mecdnicas de los misculos de
invertebrados, en especial del problema del acoplamiento ex-
citacidn-~contraccidn (Brinley, 1968; Hagiwara, 1966, 19685;
Ashley vy Ridgway,1970; Mobley y Page, 1971; Keynes , Rojas
Taylor y Vergara, 1973).

Los estudios de microscopia 6ptica y
electrénica, han demostrado que la estructura morfolégica
de la superficie de estas fibras, es extraordinariamente
compleja debido a la existencia de miltiples invaginaciones
y tlbulos. En estas regiones, la difusidn de solutos estd
muy afectada por la existencia de capas no agitadas y efeg-
tos de diiucibn por fiujos de agua. Por esta razdn, se dis-
cutirén de qué manera estos efectos pueden explicar las disw-
crepancias entre 1os resultados obtenidos con distintos

métodos experimentales,
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MATERIAL Y METODOS

Los experimentos se hicieron en fibras
musculares aisladas de los misculos depresores del cirri-

pedic Megabalanus psittacus.

Los animales se recolectaron en ia zo-
na de Valparaiso y Quintero y en el Laboratorio de Fisio-
logia Celular de la Facultad de Ciencias, Montemar. Se
seleccionaron ejemplares intactos que fueron conservados
a temperatura ambiente en acuarios aislados con renovacién
constante del agua de mar.

Quincenalmente se trajeron ejemplares a
Santiago, donde se conservaban en un acuario con capacidad
para 250 1lts. instalado en una pieza:fria a temperatura en-
tre 6 y 8°C. E1l acuario constaba de un sistema de aireacién
y Filtros de arena y carbdn activado., Hasta un méximo de
10 ejemplares se mantenian simulténeamente ¥y el agua de mar
era cambiada dos veces a la semana con agua de mar natural

traida una vez por semana de Montemar.

Diseccidn de los Masculos,=—

En primer lugar se procedid a romper lon-
gitudinalmente la concha con la ayuda de un formén y un
cortador. Se cortd luego los dos paquetes de misculos ven-

trales y el cuerpo del animal, 10 que dejé un campo libre



para el aislamiento de los dos paquetes laterales y de
los dos rostrales {(depresores del scutum) que tenfan las
fibras mds largas. El interior de la concha se limpié

de ia hemolinfa y de otras substancias que rodean el mis-
culo, mediante succidn.

La membrana del escudo se separd de la
concha, se cortd con tijeras la insercidn de los misculos
a las piezas calcéreas tergo y escudo, de é&ste modo se
obtuvieron paquetes de misculos con un extremo unide a un
trozo de concha y el otro unido a un trozo de membrana del
escudo.

Se 1levl el paquete que contenia més o
menos 50 fibras a una cémara de lucita que contenia agua
de mar artificial (AMA) sin Calcio, para realizar el aisla-
miento de las fibras individuales.

Con ayuda de pinzas y tijeras finas, se
separd cuidadosamente 1los tendones que unen cada una de |
las Fibras a<la membrana. Al empezar un experimento, se
até un hilo de seda al tenddn y otro en el extremo Opuesio;
luego se cortd la fibra cerca de la concha. Esta operacién
produjo a veces el acortamiento de la fibra casi siempre'rew
versible, pero se podia . prevenir usando AMA sin Calcio du-
rante la diseccidn. Todas estas operaciones se realizaron
a temperaturas entre 12 y 16°C vy ios misculos asi obtenidos
se conservaron en un refrigerador (8°C) v Ffueron usados du-
rante el dfa en los experimentos osméticos o en los experimen-

tos con trazadores.




Soluciones

Se uwiilizaron soluciones de AMA de la

siguiente composicidn:

AMA Normal AMA sin Calcio
NaCl 46%,5 nid 467 ,5 mM
XC1 8,0 mM 8,0 mM
MgClg 12,0 mM | 12,0 mM
Ca012 20,0 mM e
Sacarosa e i e 48,0 mM
Tris ‘ 10,0 mM 10,0 mM

Las soluciones se hicieron en agua destilada
desionizada y €l pH de las soluciones se ajustd a 7,6 titulan~-
do el Tris base con HCl. Las soluciones hiperosmbticas se
hicieron disolviendo 105 no electrolitos en AMA normal.

Las soluciones de los isétopos radicactivos
se prepararon agregando trazador al AMA de modo que alcanza-
ran una concentracién aproximada entre 2 a 5 uC/ml.

En 1os experimentos osmdticos, se hicieron
correcciones para 1os coeficientes de actividad de las solu~
ciones de no electrolitos. Para una concentracidn de 400 mM
s¢ obtuvo los sigulentes valores de osmolaridad (Handbook
CRC, 1966):
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Sacarosa 425 mOsm
Gillicerol 388 mOsm
Etilen glicol 375 mOsm
Urea 365 mOsm
Rafinosa 438 mOsm

Glucosa - 397 mOsm

A) Medicidén de la Permeabilidad por Métodos Osmbéticos

Un modo de determinar la facilidad con
que los distintos solutos pueden pasar a través de la mem-
brana celular, es mediante la determinacidn de los coefi-
cientes de refleccidn osmdticos { & ).

Al poner una célula en un medio anisotd-
nico, se produce un flujo de agua desde la zona de més al-
to potencial quimico hacia la zona de menor potencial qui-
mico v ésto se refleja en un cambio en el voliumen celular.
Se sabe que la velocidad de flujo osmdtico a través de una
membrana, causada por una gradiente de concentracidn, depen-
de de la permeabilidad de la membrana a los distintos solu-~
tOoS. _

La teoria clésica de las membranas semi-
permeables, supone a la membrana impermeable a 105 solutos
y permeable sdlo al solvente (agua)., Para el flujo osmbti-
co de solutos & 10s cuales la membrana es permeable, XKeden
v Xatchalsky (1958) y Katchalsky y Curran (71965}, han desa~
rrollado un tratamiento tedrico basado en la Termodindmica

de Procesos Irreversibles., La expresidn para el fiuwjo os-

mético viene dada por:




J, = G- me* AC (1)
en que Lp es la conductividad hidréulica de la membrana,
jv el fiujo del voltmen, G el coeficiente de refleccidn,
R la constante de 1los gases, T ia temperaltura absoluta v
A C la diferencia de concentracidn a través de la membrana.
La relacidn entre el coeficiente de re-
fleccidn y el coeficiente de permeabilidad estd dada por

la siguiente expresién (Xatchalsky y Curran, 1965).

n
try
n
g
-
~

G =1 - (e 252 (2)

e

en quée < @8 la movilidad del soluto en la membrana y es-
td definide como el preducto de RT por el coeficiente de
permeabilidad, Pt ¥s es el velumen molar parcial del scluto,
£, el coeficiente de friccidén entre el soluto y el agua,

A X el espesor de la membranaarﬁ% el contenido de agua de
la membrana.

Estas relaciones, sefialan que para sclutos
impermeantes {Ww = 0) el coeficiente de refleccibn serd igual
a uno. A medida que aumenta 3 , el valor de & decrece.

Fow - '

b . .
o= es muy chico para la mayoria de ias

i

51 término
moléculas, por 10 gue generalmente se desprecia . El grérfi-
co de la FPigura 1, muestra la relacidn entre G y P medidoes

experimentalmente (Wright y Diamond, 1969).
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Relacidn entre 108 coeficientes de refleccidn osmdticos
(T7), medidos en vesicula biliar de conejo y las conse

tantes de permeabilidad medidas en Nitella mucronata,

para una variedad de solutos de diferentes tamafos, for-
mas y solubilidad (Wright y Diamond, 1969).
Ixcepto para urea (1) v metil urea (2}, los resultados

se correlacionan estrechamente.




De estas consideraciones, puede despren—

@ un disefic experimental para medir coeficientes de

0.
m
=4
n

efleccibn: comparar el flujo de agua causado por una &c-
lucidn hipertdnica de un soluto en estudio, con el flujo

causado por una solucidén de igual concentracidn de un soluto

H

impermeante { & = 1): de la razdn puede obtenerse § para el

oluto.
Sobre las bases de estas consideracicones,

se intentd determinar el flujo de agua mediante 1los siguien-
tes métodos:

a} medicidn del cambio del potenciai de membrana,

by medicién del cambio del didmetro de la fibra

c) medicidén del cambio de la densidad Sptica.

Medicidn del cambio del potencial de membrana,-

Las diferencias de concentracién a través
de la membrana, generan un flujo de agua gue a su vez Drodile
ce un movimiento de arrastre de iones, generando una diferen-—
cia de potencial eléctrico debido a las diferentes movilida-

des de las especies quimicas. 3i la membrana posee cargas

""':»

ijas en su estructura, se verén favorecidos en Su pasc 10S

2

iones de carga opuasta {contraioneg) y retardados los iones

de igual signo (coidnes),

Existe una relacidn directa entre un fluic

osmStico v el potencial provocado. Este potencial de flujc

(E,) estd relacionado con el coeficiente de refleccidn a tra-

wl




i
vés de la siguiente expresidn {Xatchalsky, 1965).
B, = R, +G RT -AC (3)

on que el factor R,, €3 una medida de magnitud del poten~

ario.

r

gilal eléctrico provocado po% un flujo de vollumen uni

o

Haciendo la razén entre el potencial 5
provocado por una moldcula de prueba y una molécula imper-—
meante ( = 1), se puede determinar ¢ para otros no electro-
ritos {vargas, 1968; Wright y Diamond, 198S7.

Los experimentes se hicieron usando a la

sacarosa como molécula impermeante, ya que s€ ha comprobado

2
I
s

ediante experimentos con trazadores, que su permeabilidag
es muy baja (Bunch v Edwards, 1969).

Para medir &l potencial intracelular, se
éispuso la fibra dentro de una cémara de luclita gquedando el
extremo cortado y el tenddn Fuera de la solucidn. Bl disclio
de Ia cdmara, es esencialmente semejante al de la ut
para experimentos con axdn de calamar; ademds, se introdujo
en la cémara un teletermbmetro para 10S registros de temnpew
ratura (Figura 2).

La solucidén de perfusidn, se hizo Ccircuw
lar & 10 largo de la cémara, mediante un sistema alimentado
por gravedad v su evacuacidn se realizd medlante succidn,

21 nivel del liquido se tratd de mantener lo més constante

nosible, va que variaciones de Este provocaban cambicg AT -

ciabies de potencial de membrana gue interferlan con la me=-
€

los potenciales de fiujo.




FIGURE 2

]

Tsguena dd

1y

, fibra nmuscular
%, electrodo de Ag/AgCl
Mp, micropipeta

Me, microelectrodo

AMP, circuito amplificador

9.

AP,

1a cémara para la medicidn de potenciales.

Las Flechas indican la entrada y salida de la solucidn

de perfusidn,
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Para determinar el tipo de relacidn en-

provocado por soluclones hiperosmbiics

tcs de prueba,con los camblos provecados por Lgual Contenira-

4

Y
},..!
[11
L]
O
)

0ifn de sacarosa; de la razdn entre =l1los, se defernit

H

valores de (.
Los no electrolitos probados fuerorn ¢ii-
cercl, urea, etilenglicol, rafinoesa vy glucosa v las goncen-
aciones usadas, fueron 200 v 400 mi.
Log resultades tienen bastante dispersién

r poca reproducibilidad, por 1o que es diffcil decidir si

y

Lt

1

La relacidn entre el efecto de las moléculas de pruebs vy

‘,...J
i.“.J
.

a sacarcsa representa un valoy rea

Los cambics de potencial provocadss por

urea v giicerol, son, en todo caso, levenente ma

o
@]
5
m
[¥5]

ir 2
5
(%

1os provocadsos por la sacarssa, en cambic 165 provocados
sor etilenglicol scn mencres.
Con los datos obtenidos se& caliculd un via-

Tor del coeficiente de refieceidn, de la razdn entrs el canilia




DPUEDA

ae

=

i3
o
fis:

]

&

1

SSUlTados se muestran en

ki
a

i0s

Ta

Cliag
4
NG

<

an Gy,

J

™,

fendm

-

R
~

[N

ste

i

jo7)

han ©

Tuz

hacia
de

1

-

CQTEs

icr
Sid

ey

L5per

TV
L

[

in

[

R

una di
aspacio extracelular,

iuce
desde el

oo
&k

Onico, se
iones

Sa

oy
A

i
PR

.

Chiinid
SR

Ealw
&b

+

i

&4

O proporcional

7
e

1 miscu

ad de

)
jajiRel

Iy

T oDa

wna mavo

a1

@
2

13

—

Se pensd entonces, que si

& concentracidn,

e

G

’i}'{_}u—.

de
Dic

i

e

ded Can

108 ¢canbios

del cambio

ae

pec:3
Ca

o

a cinétic
mediciones

i
e

Como wna medicda

Las

fibra.

=
Y

&

s$te una correlacidn entre
1

Fos
e

s
lusen

Y

<J

nocolocan

w

§e reaLlzare

ida.

ambics
ToCce.a

log ¢
Fo

"
TATle

Dara
montd en la platina

e

Case

o o
<

g
=ity Ortoluy con




g

(5%

. )

|RENE

v erll(ESlt&

FSTTIUNTTRISTITEATA

.

LCa.

Optd

.l

icibn de Deasida

e
o2

e

croscopio

KT
Sl

G

s )
S

Asoud

-
FaEY

Fibra

F,

<,

3

12

da vy sa

a

indica la entr

?

5

r
S

T
)




Los cambios en la densidad dptica ¢ tranitiie

idieron conectande la salida de la celda & un
trador potencicmétrico Goertz Servogor. Al iniciar cada

ey %o L =, oy oy gy ey v e m mm e g se o T e o
& callibrd el registrador para tener un 100¥% ce

mirtencia,cuzndo se enfocaba a una zona de la cémaras en gu

PEGLE -
T B

neoia solucidn, Luego se enfoced wna zona de la Fibra muscular,
cercana al tenddn. Para evitar perturbaciones proveocadas por
la luz proveniente de la cémara o de otro sitio, la fotocelde
tenia un sistema de diafragma,con el que se podia aislar ura
peguaiia zona en el centro de la fibra.

El microscopio tenia también adaptada una

ol

cémara fotografica,con la que se podia seguir la variaciln del

cambioc de didmetro, tomando Fotos a intervales reculares

-~ : . - o s ol oo - - v o i
LOonTenido de adud.— o8 Tomardn .Las fibras aisliad a5, previamants

ecuilibradas en AMA, v se secaron en papel filtro. Luego se

nesaron v se determind su peso himedo. E&e colocarcon en un

tufa a 100°C durante 2C horas y se pesaron auevamente, Kl con-

«

tenido de agua se determind como la diferencia entre el

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

3) Medicidn de 1os coeficientes de permeabilidad al acus v zno-
giegtrolitos con trazadores radlcagilviog.=—
Un enfogue més directo para la determinacion

En 105 experimentos realizados, asTu
cindtica de captacién de agua y no-electrolitos.

51 fludo de trazador a travds de la meabran-
e la fibra, estd dado por:
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51 se establecen las siguienies CondiCiG~
nes de borde, s tiene:

at = 0 Ci =

ntonces:

-
Pt
@]
oy
kd
i
(@]
§J-
P
et
.t
g
gl
=
(a3
L

et
LA
o

C {:ﬂ«;}

51 se considera, en una primera asproxive-

(
}..!x
L
o
£

ia fibra como wn cilindro, se tiene:

£ 3 <
S e (16}
Y T

L
{
i
H l [
)
o
——
3
—r

Con esta Ultima expresidn se obtuve P

iz

i~

e la siguiente forma: se determind Cus » 1@ concentracidn
de egquilibrio del isdtopo en una fibra, vy en otra, & un

tiempo t, se determind Ci{t). Conociendo el radic de ia

-}

b

fibra v su volumen, se tienen todos 1os dates para aplicar
17)

S
la ecuacidn ( divectamente.

S
cadas con C v TH disueltas en AMA, con una actilvidad <8

S a 5w C/mi. Los isbtopos Ffuercn obtenidos de 1a firma new

. © s T s Fa—
fngland Nuciear Co. (NEW.
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.

Las fibras se disecaron Come Se ha rese-
daco anteriormente v se suspendieron verticalmente de un

N

gancho colocado en el carro de un soporte metdliico, Este sis

rena vermitia gue la fibra pudiera bajarse con faciliad,a
una camara de lucita disefiada para que hublera agitacidn dez

12 solucidn, sin dafio de la fibra, 1o que se conseguia por
un fluje continuoc parvalelo a ella, que no le provocaba tor-
cidn. {Figura 4}.

La cémara contenia la molécula de prusbha
v sacarosa marcada con q“ﬂfc o EH, segln el caso, disuelias
en AMA. La sacarosa se usd como marcadcr del espacio ex-
tracelular,

Antes de colocar cada Ffibra en la clmarsa,
se le midid el didmetro y luego se le expusc a 1as Solucic-
nes radioactivas; se usaron dos fibras para cada fiemnpo.

Los tiempos ensayados fueron %, 1, 2, 3, 5 y 20 minutos pa-~
ra el agua tritiada y 1, 2, 5, 10, 30, 50 y 70 minutocs paé-—

ra 105 no electrolitos. Al Ffinal del perfodo de incubacidn,
las fibras se enjuagaron rdpidamente en AMA, luego se seCa~

ron en papel filtro v se pesaron un tubos de ensayo previa-

1

mente tarados. Posteriormente se agregd HNOB 0.7 N v 3¢
dejaron equilibrar durante 24 aoras.
Las determinaciones de radicactividad se
nicieron en alfcuctas de 1 ml de ia solucidn de &cido ni-
4

trico agregado a 1os miscwlos y en diluciones 1:100 del

medio de incubacidn; de igual manera se prepararon sclufio-




o

Solucidn de nerfusidn (trazador disuelto en ANA

1,0°C. Las Flechas

indican la direccidn del flujo de la sclucidn de pere

W




LI
Py

nes patrdn de Tritic v Carbono 14. Las alicuctas se di-
soiviaren en 10 mi de mezcla < entelleante preparada de la

SETR iente manera

(X

20 mi Tritén X100
1 gr Cmanifluor

Las muestras permanecieron liquidas v
€L proceso de conteo. Las determi-
ie radilactividad se efectuarcn en un conta

a
de centelleo liguido refrigerado Packard, models 526 de
L

Les. Se escogieron dos bandas del especiro de

energla de las diaciones a fin de poder determinar las
cuentas de tritio y carbonoc en forma separada baséndose

en la diferencia de energlia de sus radiaciones.

Y

La rapidez de contes en cada una de L1as

gn que @, es la eficlencia relativa del Carbons en &l Ca-

nal A v e, €5 la elficlencia relativa del tritio en el caw-




Si se define Zl = 1 - (eA . eB)

i

e tiene entonces que:

&:‘—"AQBB
& A

Para calcular las concentracicnes ue la
moiécula de prueba en el interiocr de la célula, se desconta-
ron de las cuenias totales, las cuentas del trazador 1loCa-
lizado en el espaclio extracelular, que se midieron a través
del anflisis de las cuentas de sacarosa, marcada con 14C
Sn seghn el caso.

Se supuso gue la razdn de concentracic-—
nes entre la sacarcsa marcada {S¥) y la molécula de prue-
ba {M*) en la solucidn ( {Sﬁ} sel Y [M?} S0l respectivanente;
gra igual a la razdn de las cantidades absolutas de 1las mis=-
mas moléculas contenidas en el espacio extracelular {S¥e .y
M¥e respectivamente).

También se SUpusSO que 1la sSacarosa no pew
netra a la céilula en 10s tiempos ensayados.

Por 1o tanto se tienes

o 1 o
1S 150 S e .
«":w:n: = e ( 1 8}
tM7 g sol M e
S o
de donde: Py
* IM fsol * N
Me =% S e Y
(8 jsol




L
W
L]

Entonces, la cantidad de marca de la molé—

~ - . < . *. rd "
2 de prueba en el interior de la fibra (M int) esté da-

W % #*
M int = M total - M e {20}
X . (%]
v LA isol * o
Moint = M total - S ot § e (23)
(S lsol

Para cbtener la concentracibn del isdtepo

¥*
en €l interior de la fibra, se divididé M int por el peso ni-

i

medo del musculo.

b

La relacidn (21) se cumple 5610 Si las ve-
locidades de difusidn de la sacarosa v de la molécula de
prueba en el espacio extracelular san iguales, 51 hay

diferencias apreciables catre los coeficientes de difusifsa,

}.J
£
i
jadl
b’

1a molécula més ré&pida llenard el espacic extracelu

Fa

207 10 que el volumen que “ven" ambas moléculas seri dife-

H

ente, en especial a tiempos cortos.

Por esta razdn se calculd un Factor {£{t))

gue relaciona 1oz vollimenes de espacio extracelular aparente
para sacarosa {VeS) vy la molécula de prueba {VeM) a un tiemso

Y v que estd definido por la expresidn:

7
T

Para calcular este Factor, se determind
guperimentalmente el volimen extracelular invadide por la

sacarosa a ciferentes tiempos.




L
O
-

Bl volumen &xtraceiular aparente para
la sacarcosa a tiempo t, se calculd de la expresidn:
S%’r
t .
V (t) = — * 100 {23}
@ Ta¥l n
L3 mol
- o _.‘* 4 o
1once 3 U son 1as cuentas de sacarosa marcada en la Fibra
£ .
ai tiempo t y {5 jsol, la concentracidn de sacarcsa mar-

cada en solucidn.

Se observd que la entrada de sacargsa
sigue una cinética exponencial de modo que el VOlumen &}
tracelulay aparente estéd dado por 1a expresidn:

- At

V = VYo (1 ~ g ) {24)

M
donde Vo es el volumen extraceiular en el estado estacic-

nario v A es la constante de tiempo del proceso.

v De 'un gr&fico semi logaritmico de
! e}?;

-
. Vo

) vs t, se obtuva A.
Se supuso que A depende de la geometria
del sistema y del coeficiente de difusibdn D, y esté expre-
ado por: - ‘
AF =A oD (25)

Doy lo tanto, es posible calcular A para una moldicula de

[
4]

prueba $i sSe concee A para la sacarosa vy los coeficiente
¢e difusidn en solucidn de ambas moléculas, va que A dele

ser igual en ambos$ Casos.
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Obtenido }\ﬁ . 5@ calculd el espacic exs

tracelular aparente para las moléculas de prueba (V o )
aM

4 &

B3 s - . & -
cada tiempo y de la razdn entre este v el espacic extra-

far

celular aparente para la sacarosa se calculd £(t).

v *( t} - ?'t\
o eM {(Twa M7
P - = -
Lty T . %8, ‘
as§v(t) {(1-e 3 7, (273

Como la determinacidn de £(t) para leas
diferentes moléculas de prueba exigia muchos ciloulos, o
elabord un programa de computacidn que se pasd en un mini-
computador Wang 720-C.

Finalmente, la cantidad de marca en el
interior de la fibra a un tiempo (%) estd dada por la ex=-

presidn:

P
¥ , K N M fgol # ;
Moint (t) = M votal {t) - £(t)—5 3 e |
19 {sod
Cuando no se consideraba en el célculo

ki

de ¥ int{t) el Ffacter £{t),se obtenian valores de cceficien-

tes de permeabilidad mds altos a los tiempos iniclales. Al
calcularios corrigiendc por £(t),los valores de P, se nicie-
ron relativamente constantes en el tiempo, indicando que las

suposiciones anteriores gon razonables,
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Espacic extracelular ocupado por la sacarosa marcada
en Funcidén del tiempo,

Cada punto es el promedio entre 6 y 10 Fibras.

La solucidn de sacarcsa tenfa una concentracidn de 2

& 5 uC/ml en AMA y la temperatura era de 20 1,0 ec.




I Métodos Osmbticos

Previamente se determinaron alqunos Do
rénetros de la Ffibra con el objetc de caracterizar el material.

Contenido de agua: Este se determind segin se describe en

&

"

Mato

2

0s. Bl resultado obtenido para 10 fibras fue de 79,0%

4
- 1,8% (e.5.7).

Espaclo extracelular.- Bl espacio extracelular se deter-

mind como se indica en Mé&todos, usando la sacarosa Como mar-
cador y dejéndola equilibrar por 90 minutos. La Figura 5
maestra que el grafico del espaclo extracelular aparente
vs tiempo, es una exponencial y que tarda en alcanzar el

equilibric, alrededor de 60 minutes. El valor promedic para

Fiy

8

L

ibras Ffue de 10,58% Y5 (e.s.).

Se hicieron experimentos en qgue se midid
el espacio extracelular después de haber equilibrado durante
una hora la fibra en AMA -~ sacarosa 200 v 400 mM. En este
caso, se encontrd que el espacio extracelular era de i8f2,£%
v 3233,5% respectivamente., Estos resultacos parecen indicay
que al colocar la fibra en soluciones hipertdnicas, el agua
sale desde el interior de la fibra hacia el espacio exXiraceliue

lay hinchando los tébulos, aumentando de este modo el volumen.

a) Medidas de la variacibn del potencial de membrana,-

En cada experimento se controld el poten—
cial de reposo, que fue medido con un electrodo longitudinal

o con un microelectrodo de vidrio. Las medicicnes del potenciial




de reposo, obtenidos de un total de 34 observaciones, die-
3 + . . .

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

pecto al exterior. Los valores Fueron registradcs a tem=

peraturas entre 17°y 20°C,

Efecto de la temperatura sobre el potencial de membrana.-—

Se observé una relacidn lineal entre el
potencial y la temperatura, y las pendientes variaron entre
C.60 y 0.%0 mV por grado,

En la Figura 6, se muestra el efecto de
un cambio de temperatura sobre el potencial de reposo de

la Ffibra. E1 30% del cambio de potencial, se obtiene a ios

. §

7 segundos, 10 que es una indicacidn de la eficiencia de

a renovacidn de las soluciones en la cdmara. Bl experimen~

bt

to fue planeado de modo que se produjeran cambios de tempe-
ratura de corta duracibdn, a partir de una temperatura de
alrededor de 15°C.

Estos experimentos seflalaron la necesidad
de controlar cuidadosamente la temperatura de las soluciones,
para lo cual se usbd una cdmara termoregulada.

Los resultados obtenidos. muestran que el
potencial aumenta con la temperatura mé&s de lo esperado tel-
ricamente, si se aplica la ecuacidn de Goldman Hodgkin.

Este efecto ha sido estudiado también por
Dipolo y Latorre (1972) en Balanus nubilis y lo explican por
rK“

una alteracidn del mecanismo de permeabilidad pasiva al Na

LA

Esta alteracién no afectaria al mecanismo
de transporte activo, va que ni la estrofantidina ni el resmpla-~
z0 de sodio por litio afectan la magnitud del cambic de poten~

¢cial inducido por la temperatura.




2y
bt
G
sl
5

jon

TIEMPO {minutos)

Curso temporal de la variacidn del potencial eléctrico
durante un cambic de temperatura (copia de un registro o=
riginal). De este gr&fico se calculd un t% de 17 segun-
dos que corresponde a una constante de recambio de la so-

. . ~al .
lucidn en la cémara de 2,5 minutos . La variacién del

potencial se muestra en linea llena; la variacidn de la ten~

peratura de la solucién, en iinea quebrada.
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Curso temporal del cambio de potencial eléctrico por
efecto de soluciones hiperosmbticas de sacarosa. La
1inea continua muestra el efecto de una solucidn de saw

carosa 400 mM en AMA; la discontinua, una solucidn 200 mM.

(AMA = agua de mar artificial).




FIGURA §
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0 100 200 300 460
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Lfecto de la concentracibn de sacarosa sobre el poten-—
cial de membrang en une fibrs muscalar do Balanus,  Cas
fa punto es el promodio de 3 determinaciones,

Iin la ordenada se muestran las varlaciones de potencial

sobre el potencial de reposo,que se na tomado como O,




44,

5

sfecte de los cambios osmdticos sobre el potencial de nmembrarnz.—

({E_). E1 cambio en la concentracibn del medio que bafia

1a fibra muscular, produwjo una variacidn en la diferencia

potencial, gue llegd a un valor estable en alrededor de

'(-(
i

(5]

a 4 minutos. Despuds del cambio temprano répido, se aprecid
en muchos de los experimentos un cambio mds lento en ei mis—
mo sentido (hiperpolarizacién) (Figura 7).

En estos casos se extrapold la componente
lenta a tiempo cero y éste valor se tomd como el valor dei
cambio de potencial. Se observd una relacidén lineal entre la
concentracidn de solutos y el potencial de membrana en el rarn-
go de 0 a 400 mM. El caso de la sacarosa Se muestra en la
Figura §.

Los valores de coeficientes de refleccidn
caiculados de los cambilos de potenclal se muestran en ia Tabla 7
Para urea y glicercl, dieron un promedic cercano & i, lc que
indica que éstas moléculas son tan impermeantes como la saca-
rosa, que tiene una permeabilidad muy baja en estas fibras.
Como se verd mds adelante, estos valores de O son mds altos
que 10s obtenidos por medidas de cambio de volumen, Usando
este mismo método, Vargas (1568) encontrd en axbn gigante para
urea wa U3 0,83; 0,79 para glicerol y 0,00 para etilengiicol.

Los cambios de potencial provocados por
ia sacarosa y los no electrolitos, variaban mucho de fionra
enn Fibra, por lo que se normalizaron los datos calculando 103
valores de & en cada fibra.

bh) Medidas de didmetro de la fibra.- La Figura 5, numestra un

experimento tipico en que una fibra equilibrada en una solu-

¢idén de agua de mar artificial se traslado a una sciucidn
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T A BL A 1

VALORES DE G OBTENIDOS POR CAMBIOS DE POTENCIAL
PARA UNA SERIE DE NO ELECTROLITOS.

o
HMOLECULA E}{PER?MENTOS - es.
Sacarosa — 1.0 h
urea 14 1,08 T 0.235
Glicerol 13 1,11 I 0,180
E. glicol 8 0,51 I 0,13
Rafinosa 8 1,01 t 6,15

i+

Glucosa 6 0, 84 0,131




de sacarosa 400 nmM en AMA.

El cambio de solucidn tomd aproximada-—
mente 15 seg desde el momento en gue la col&mna 1iegb a la
Camara, Para evitar mezclas en 1los tubos de conduccidn, se
deid entrar una pequefla burbuja de alre para separar ias
soluciones,

En la mavoria de los casos, el cambio de
didmetro se completd a ios 20 minutos, Para las moléculas
orobadas, el orden en la magnitud del cambio fue
Sacarosa > Glicerol > Urea > Etilenglicol.

' En la Figura 10, se ilustra un gréfico
de 1n (dt - d, ) /(dO -~ d,,) vs tiempo. La buena linea-
ridad obtenida permite concluir que el cambioc de didmerro
ocurre segin una funcidn exponencial (ecuacidn 7).

Comparando los valores de Jv de la saca—
rosa con 1os de 1os otros sclutos, se determind G", el Cog=
ficiente de refleccidn osmdtico,. Los valores obtenidos apa-
recen en la Tabla 2.

Con los datos obtenidos en los experimen—
tos realizados con sacarosa, se puede calcular L_, el coefi-

ciente de conductibilidad hidréulica de la membranza, asig-—

nando un valor de ¢ igwal a 1 para la sacarosa,
J

v
L I eemss——r————
PTORT AC
La razdn JV/ZBC no permanecid constante en el rango de con-
centraciones de sacarosa usado (Fig. 11). Este resultado iz~

dica que la presencia de capas no agitadas en las zonas cer-
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Cinética del cambio de volumen en una fibra muscular, por
efecto de una gradiente osmbtica de sacarosa 400 mM. Las
unidades del difmetro son unidades arbitrarias que luégc

se llevaron apy cm. {1 unidad = 0,88 u).
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i

Gréafico de 1n 40

vs, tiempo para un experimento
tipico de cambio de didmetro en una fibra, provocado por

una gradiente osmbética de 400 mOsm de sacarosa.
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TABLA 2

VALORES DE & DETERMINADOS POR MEDIDAS DE CAMBIO

DE DIAMETRO PARA VARIOS NO ELECTROLITOS

MOLEC. o e 5.
Sacarosa ' 1 —m
Glicerol c,96 : 0,11
Urea 0,83 z 0,13

i+

Etilen glicol 0,45 G,08

N
a0
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FIGURA 11
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Diferencias de concentracion {mM]

o s, e SR RPN

Zfecto de la gradiente de concentracidén sobre la razdn
. . L . .
entre el flujo de volumen y la diferencia de concentra-

cidn: JV/ L C efectiva (p M/min. 1t).
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i

a la membrana alteran la cinética de salida de agua.

¥

9]

e puede apreciar que los valores son funcidn de la concen-—
teacidn (Figura 11).
Para calcular L, se extrapolé a C =0
¥ sacarosa
10 gue dic un valor de jv JANC de 31,6 {(ws 1t/Mol « ming
3

-
wn

. -2 ol
con 1o que se obtiene un LP = 2,16 « 10. cm” - sey dina

c) Medidas del cambio de densidad éptica.-—

La Figura 12, maestra un cambic tipico

de la transmitancia al pasar una fibra de una solucidn is505-

.

mética (AMA) a soluciones hiperosmbticas de urea 200 mif
de sacarosa 200 mM, Los resultados obtenideos al colocar a
1as fibras en soluclones hiperosmdticas de no-electrolitos,
muestran que los cambios de transmitancia son funcidn de lia
concentracidn v de la transmitancia inicial.

En experimentos en que se hicieron medidas
simulténeas de cambio de potencial,de didmetro v de transmi-
tancia, se pudo comprobar que las cinéticas de cambic son
diferentes. E1 cambio de potencial demora alrededor de 4
minutoﬁ.en completarse. El cambio de volumen tarda 17 minu~
Tos para la urea y 22 minutos para la sacarcsa y el cambio
de transmitancia tarda 12 minuios para la urea y 22 minutcs
para la rafinosa, Estos resultados mostraron que no &s po-
sible entonces, establecer una correlacidn entre ios cambics

de densidad Sptica y de volumen.
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créifico de la cinética de 1os cambios de transmitancia
de una fibra muscular por efecto de gradientes 200 mi
de urea y $acarosa.

R, Ringer misculo.

a
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La Figura 13 muestra un ¢grafico del

cambio de transmitancia vs concentracidn para soliucio-

]
i

103 de sacarcsa en AMA, LOS valores se dan normalizae

*

[ h
W

os por la transmitancia en AMA,

Se puede apreciar una relacibn lineal
nasta alrededor de 250 mM. Concentraciones mayores no
preducen cambios en la transmitancia de la fibra. Una
relacibn semejante se obtuvo para el glicerol v urea, auns-
gue pare esta Oltima la transmitancia se hace constante
cerca de 400 mM,

Se encontrd que la urea y &l gliceroc

ran capaces de coscurecer a las fibras de alta Transmi-
tancia inicial {25 a 35% T, la sacarosa, la giucosa y
la rafinosa producian un _efecto menor en el mismo seantrido.
En cambio, en misculos de baja transmitancia (10 a 15%)
la urea v el glicerol produjeron sélo un pequefio oscure-
cimiento; en cambio la sacarosa y, mds atn, la rafinosa,
produjeron un gran aclaramiento de la fibra. La inulina
25 mM y el dextrano ¢ mM produjeron aclaramiento de las
fibras de baja transmitancia a pesar de su bajisima con-
centracidn,

51 etilenglicol provocd inicialmen

e

ot

un rdpido oscurecimiento que 1llegd a un méximo y luego
bajd hasta una transmitancia mayor que la que tenia inicial-
mente. EBste efecto transiente podria deberse a que a1

lenglicol penetra muy rédpido en el espacic extracelular

m

v ocomo €s muy permeante, entra a la fibra atenuando la

gradiente osmdtica.
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VP (owmfser o 107 o {on/seg v 0

g %(exp@rimeﬂtalesj {corregidos)

| i

(45) | 3,42 = 0,18 5,05 = G,12

| (12 7 2,55 % 0,04 3,85 £G,17

Metanol (10} | 2,33 L 0,12 2,91 £ 0,08
{ 1,15 £ 0,08 1,50 =
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 Urea (253 { 0,12 < 0,0 0,17 < 0,01
ioures {14} 1 0,15 = 0,02 6,17 = 0,01
o . & . PR .
f Glicerol 0y 1 0,08 = 0,01 0,12 = £,01

[ B8
s
v
b
L
a1
{u
i Pane
Lo = N %

Coeficientes de permeabilidad (P) de varics no-
eilectrolitos determinados por difusidén de trazadores,

La tabls muestra tambidn, 1oz valores de pormelie
pilidad {P) corregides por capas no agltadas,

Las cifras en paréntesis representan el nimerc

de experimentos, Los datos se dan con el error standard.
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Segin &sto, puede esperarse que las molécoulas mis peguebas
més répido ejerciendo transientemente un naver o-

focto osmbtico que las mds grandes, a pesar de gque 1as pri-

meras sean mas permeantes. Esto podria explicar nor qué

105 valores de U para urea y glicerol obtenidos por medides
de potenciales sean de la misma magnitud que el de sacarcsa,
£1 etilenglicol penetra tan rdpido como la urea al espacio

extracelular, pero es mucho mds permeable, por 1o que 3su

Los valores de § obtenidos por medides
de cambio de volumen muestran menos variabilidad v son muy
os obtenidos por Buach y Bdwards (1989, por

medidas de equilibric osmbtico.

Un aspecto interesante de considerar €z
cue las cinéticas de cambio de potencial y de volumen, fus-
ron muy distintas, como Sse puede apregiay en las Figuras 7
v 9, lo que estaria indicande gque reflejan fenémencs difew
rentes.

Las medidas de cambics de poteacial, ter-
miten detectar veriaciones muy répidas en las diferencias

racidn a través de la membrana., Hstas medidas
sovi muy sensibles a las variaciones locales de concentraciosn,
por 16 que dependerdn de la zona dowde quede insertado el
microelectrodo. Bn algunos cascs, é&ste puede guedar coersans

- - N . . 3 L . e : P
& 1z Superficie de la fibra Y en otres, en el Interior, cer-

ia zona cercana al electrode serd en cada ¢aso diferante,
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la fibra debe ser mucho mayor gue La

rE ernm @t Ay Tavsmnns 1 A mmee men S0 Sryned o v
e gue €1 no elecirolito demorea un Tiempo €a difundir. Lo

PO SO . *‘.2”-‘.“- - . 4 S, e A .
SRMSL0S 48 QLomSTe, S0 MuCA0 mas ilentsés v rTerle

2aCio extracelular, fendmenc que tarda cerca de 20 minutos

en completarse.

A1 Piuir el agua desde el intericr de 1z
fibra hacia el exterior, se produce un aumento de la oon-

centracidn en lz zona adyacente a la membrana en el inte-

}V.E

rior v una dilucidn en la zona cercana a la menbrana &a

4

exterior {(Figura 14).

Se puede demostrar que &% C real {&c
tebdrico v gque la diferencia entre estos dos valores depen-
.de del espesor de la capa no agitads (i%}, del flujo de
agua v del coeficiente de difusibn (D). Se supone O iouzl

os solutos {(Dainty vy House, 1966,

rry
H
j&
‘»»lv
Q
&1
QO
(5]
Pt

Comparando la Sacar0sa CoOn OTY03 sClu-

tes, tenemos que J 5ac:} J, soluto y Ds { Dsoluio.,  Ane
bos factores hacen que la discrepancla observads entre ol

LaC real v el fﬁ C tebrico sea més grande para 1& S4Caw
o
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el 3 C real debido

Cco cuando se considera una
ra
. R ) 5
tados de Lo monorana, O €8
agitada. (Dainty y House, 1
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TAD LA L
 Molécula é P {cm/seg “304} k (éEEEEE‘ | P‘i% ST
: { corregido) agua :
1
5,05 = 0,12 | 0,009 51,40 ;
3,85 £ 0,17 . 0,032 52,50 :
2,91 = 0,08 [ 0,0078 16,50 E
1,52 = 0,09 0,00083 11,7G §
0,64 = 0,01 0,00049 5,05
,32 0,01 — 4,56
| ©,23 = 0,02 0,00044 1,55
? % c,17 = 0,01 i 0,000%5 1,38
Tiourea | 0,17 2 0,0 0,0012 1,43
' Giicerol % 0,12 = 0,01 C, 00007 1,20
| Trulina | 0,00 R— —
;
i |

Coeficientes de Permeabilidad (P), coeficientes de pay-
3
ricidn (k) aceite/agua y valores de P-M%  de varios now
eiectrolitos. (M = pesc molecular).

o5 valores de P se dan oon los erprores standard.
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Es obvio gque vueden consStruirse otros mo-

.
(;’
et
v
L
Ea!

ue tengan mds similitud con la estructura morfoldgi

3

3%

S

1

de ia fibra. Sin embargo, esto implica también gque

7]

~ “ .
LA S01ae

}—r—

c18n natemftica de las ecuvaciones de difusidn se hard enor-
memente més compleja.

Permaabilidad al agua v no electrolitos,-

La Figura 18 muestra un gré&fico de Pi° vs

donde P es el coeficlente de permeabilidad, M el peso molegu-—

k el coeficiente de particién aceite/agua. La distri-

'._.}
o
&
S

mucidn de ias molécoulas, es muy semejante a la encontrada nor

<3
o]
}.ﬂl
ot
j41]
[
D.;

de Balanus los factores quimicos v fisicos que determinan la
permeabilidad son esencialmente 105 mismos.

Los resultados obtenidos {Tabla 4), nmuss—

ot

e

'
i

er en Chara, 1o que indicaria que en la fibra muscular

n que el agua es una molécula muy permeante. La permneabi-

1idad se determind por medidas de captacién de HTO y por méro-

dos osudticos medidos de cambio de volumen., Los valores ob-
tenidos dieron un P de 3,4 - 20_4 cn/segq v un P
cm3/éeg * dina, obtenidos de las medidas de JV /AT

Como se plantea mds arriba, es5tos valores
deben ser bastante mids altos que los valores reales de& per-
meabilidad, va que en ambos métodos se considera la fibrs

como un cilindro y la superficle de intercamblo es el manio

sl

difusidn ‘ cemdticy
de 29,3 = 10 cm/seg con un Lp para la membrana de 2,16 + 10

e ese cilindro. Sin embargo, creemos que es vAlida una 4isw
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Grafico de: P+H vs. k {Coeficiente de particidn aceize
de oliva : HQO). Estos datos son 1¢s obtenidos en 1os ex-
serinentos yicorregidos por capas no agitadcas.
1.~ Glucocta 2.~ Qlicerol A~ Urea
4, Metil urca Y.— Etilecn glicol f.- ACotanida
7.~ Agua 8.~ Tio urea 9.~ Metanol
10.- Antipirina
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igscrepancias entre los dos métodos. El

aalrango de gue 108 Fiujos osmblticos son mayores

E wf

23

L0% causades por fiujo difusional, ha llevado & postular
a varios autores, gue el movimiento de agua es de tipo
Polseullle en los primeros, fluvendo el agua por porcs .
de la membrana debido & la gradiente osmbtica y por 4ifue
sifn tipo Fick, en el segundo caso (Ussing, 1954; Solomén,
19683 Villegas y Villegas, 1960; Sorenson, 1971).

Cass y Pinkelstein {(1967), no han encon~-
rado diferencias eatre la permeabilidad osmbtica v coefi-

cientes de permeabilidad difusional en bicapas de 1lipido

n

de cerebro. Por 1o tanto, otras explicaciones para estas

iscrepancias entre los dos coeficientes de permeabilidad

Ch

odrian ser la existencila de un coeficiente de difusidn

)

para el HTC m&s pequelio en el citoplasma, 1o que parece e€s-—

=
&

v negado por los datos de Buach y Edwards {1969}, o &b

[4)

cfecto de capas no agitadas de espesor considerable, Ic
gue si puede ser importante, debido a la complejidad de @sw
pacio extracelulaxr.

EL grdfico de la Figura 1§, muestra que
la urea vy el glicerol, son los no electrolitos mencs per-—
meantes, mientras el metancl y la antipirina aparecen con
1as permeabilidades més altas, indicando que el factor mis
impartante_que cdetermina la velccidad de entrada a ia fibra,

o -

@3 la solubilidad en lipidos. En este sistema, el tamalic




ry o
o
]v-

no parece ser tan importante, ya que la urea por ejenplio,
se sitla en la secuencia principal,contrariamente & lo ha-
1lado por Wrigth v Diamond en vesicula biliar, donde ésta
aparaca con una permeabilidad bastante alta. Los mismos
resultadcs se obtuvieron en los experimentos osmbticos
(cambios de vollmen) que diercn para la urea un ¢ de 0.88,
para €l glicercl ©.96 y para el etilenglicol 0.45.
Se ha demostrado desde hace bhastante tiem—

PO, gue el awnento en @l nimero de 165 grupos OH proveca
vwna disminucidn en la permeabilidad. Los experimentos mues—
tran que,efectivamente,&sto se cumple para el casc del me-
tanol, etilenglicol y glicerel, aunque también P estd afec~
tado por el aumentooce el tamalio molecular. Sin embargo, el
efecto del aumento del largo de la cadena es bastante mencr
gue el efecto del aumento de 1os grupos CH. Se ha postulado
que el aunento en el nlmero de OH implica una mayor pOSibie

i1idad de formacidn de enlaces de H,aumentando de &ste modo
ias interaccicones del scolufo con €l agua. A& mavor solvata-
¢cidn de la molécula en el agua, mayor es la energia. que re-
- guiere para pasar a la fase lipidica. Una excepcidn encon-
trada, es el caso de la glucosa,que aparece con una permeabli-
1idad mucho mds alta que lo esperadc. BEsto podria explicarse

Do un mecanismo de transporte facilitado, descrito en mucs

O

F‘i
ﬁl

cdlulas ¥ que en el misculc podria tener imporiancia por &l

enorme gasto energético que requiere el Fendmeno de contraccidsn.




Se ha demostrado que el aumento en 1os

grupos NH, en la molécula disminuye los coeficieantes de

e

permeabilidad y de difusidn por razones anllicgas a 10

423

GL U

1

O

try

OH. En los experimentos realizedos, puede observarse

¥

N
o

ue ésto se cumple para la urea y la acetamida., La prime-
ra tiene 2 ¢grupos NH2 vy en la segunda, se na reemplazadc
un NH2 POT un grupo CH3: la urea muestra una permeabilidad
10 veces menor,

Se ha observado que 105 grupos NHECG
causan una notable disminucibén en el coeficiente de per-
meabilidad que también puede explicarse porque estos gru—
pos forman puentes de H, existiendo en este caso 4 sitios
posiblies de enlaces {dos aceptores y dos dadores). Los
experimentos muestran que el reenplazo del 0 por § en la
urea, produce un aumento en el coeficiente de permeabilidad.
Esta mayor permeabilidad de la membrana a la ticurea,
se puede explicar por la menor electro-negatividad del §,
que hace que la fuerza de 1los enlaces H con el agua sea més
débil que en el caso de la urea. '

En experimentos realizados en bicapas, Lisoe
ha encontrade que la razdn P{tiourea)/P{urea) aumenta en
relacidn a la cantidad de colesterol en la membrana, 1o que
indica que la proporcidn entre fosfolipidos y estercies es
también un factor importante en la determinacidn de la per-
meabkllidad a 10s no-~electrolitos pequeflos,

Generalmente, se& observan apreciables va-
riaciones en las permeabilidades cuando se comparan células

de diferentes especies y alln de diferentes tejidos de un or-




e
branas. Corrlentemente, el coeficiente de particién utiiiza-
SC¢ @3 el de aceite de oliva - agua, pero es evidente que éste
seré diferente si se considera la solubilidad en los 1ipidos
de ia membrana. Como las membranas varian en composicidn,

se debe esperar una variacidn en los coeficientes de permea-
ilidad., Por ejemplo, las diferencias encontradas para las
vermeabilidades 31 etilen giicol y formamida en axones de

Dosidicus gigas y Doriteuthisplel puede ser explicada por

la diferente composicidn lipidica de estas membranas.

La alta permeabilidad al. metanol, puede
deberse a que es una molécula muy pequefla que no provoca
gran distorsidén de las cadenas parafinicas de lcs 1f{pidecs,
Ademds, posee. s810 un grupo OH para hacer enlaces de hi-

drbgeno, por lo gue es el grupo CH, el que determina prin-

3
cipalmente su solubilidad en 1ipidos.

La introduccidn de grupos CH2 aurmenta el
coeficiente de particibén y la permeabilidad, lo que pucde
ser explicado por un gran efecto entrdpico que determina
una variacidn positiva en ia energia libre de interaccién
aguathidrocarburos, que tiende a exclufr al soluto de la
fase acuosa,

Como las interacciones entre molécuias
de agua son mucho més fuertes que las interacciones ni-

droccarburo $ agua, se tienden a formar enlaces entre ellas,




rompiéndose la estructura ordenada del agua en torno a

o

>

Y
{3

ia adenas nidrocarbonadas; esto provoca entonces un
avmentc de entropia.

Lo contraric ocurre en la fase 1lipidi-
ca de la membrana donde las fuerzas de VarnrderWaals ene-
tre los lipidos de la membrana y las cadenas hidrocarbo-
nadas de los solutos son predominantes.

Los experimentos de Bunch y Edwards,

3

uestran que el DMSO (dimetilsulféxido) y el ASa {(4cido
acetil salicilico) tienen mayor permeabilidad que la ures
y también un mayor coeficiente de particidén, siendo ambas
mucho mis grandes, 1o que refuerza la idea que e§ el facw
tor de solubilidad en lipidos el determinante en la res—
triceidn al paso de 1os no-electrolitos. Esto puede vere
se también, en el caso de la antipirina ( M=188), que es u-
na melécula con dos anillos arombticos, con sistemas eleCe
trénicos conjugados. Puede pensarse que éstas moléculas
con electrones deslocalizados pueden hacer enlaces de Van
der Waals Ffuertes con las cadenas lipidicas de los fosfoli-
pidos., BEstas caracteristicas se verian aumentadas por a-

uellos upos que tienen efectos inductivos al awnentar
G gr _

|

a densidad electrbdnica.

kecientemente, Trduble (1971), ha discu-
tido el problema del paso de no~electrolitos a través de
1a parte lipidica de las membranas,en términos de fiuctudw

ciones térmicas de las cadenas hidrocarbonadas. Postulia
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defectos estructurales que dejan volimenes libres méviles
entre ellas,donde pueden penetrar las moléculas permeantes.

La plasticidad de la membrana serd funcidzn

entonces, del largo de las cadenas, del grado de saturacidn,
del tipo de isomeria cis o trans, de la razdn colesterols
Fosfolipidos y de la temperatura.

Estos factores, ademds del tamarc v pola-
ridad de los no-electrolitos, determinarén la magnitud de
sus interacciones con 1os lipidos y por lo tanto, su permea-
bilidad,

Aunque no se estudid el efecto del pH en
ia permeabilidad, es razonable pensar gue la carga y tamafio

de 1os grupos polares de los fosfolipidos,afectara el trans

I

porie de los no-electrolitos, especialmente aquellos més po-
lares, con los cuales pueden tener interacciones dipolo-—dipclo
o idén-dipolo. i
Otros ctrabajos gue pueden dar informacidn
acerca de 10s factores que afectan el filujo de no-electrolitos
v de agua, .son . 10s estudics del efecto de la temperatura.
Hidalgo y Latorre (1970), han eacontrado

que en axcnes gigantes de Dosidicus gigas,la dependencia

térmica del £ilujo de entrada es funcidn del grado de polari-
dad, siende las moléculas mds afectadas la urea, 1a tiourea

v etilén glicol. Bl efecto encontrado es mayor gue 10 &SPeradc
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por la variacidn de los coeficientes de difusidn en solucidn.
Bunch y Bdwards, en Balanus,encontraron energias de activacidn
de 7,46 X Cal/mol para agua y de 26,14 y 20,18 X Cal/mol para
el DM30 y wurea,respectivamente,

Existen varias explicaciones para dar Cuefie
ta de estos hechos; una serfa que si se supone la existencia
dé poros acuosos en la membrana, el aumento de la temperatura
aumentaria el 4rea disponible para la difusibn. Sin embargo,
2510 parece estar negado por los resultados de Bunch y Bdwards,
gue encontraron que el valor de 0 para urea y glicerol no se
alteraba con la temperatura.

Otra posibilidad entonces, &S que las ener-—
gias de interaccién agua-solutos, aumenten mis para 1los Solu-
oS polares gue para 10S no polares, por 1o que &stos reguics
ren una energia de activacibn mds alta para pasar de la Ffase
acuosa a la fase 1lipidica, sin necesidad de postular canales
&Cu0ses para el paso de no-electrolitos.

El andlisis de los aumentos de energia li-
bre de solucidn en HZG' 1ipidos o membranas (Nitellajasoclia~
dos a grupos funcionales especificos realizados por Wright
v Diamond (1969), nuestran que la secuencia principal se de-
be a las diferencias en las fuerzas intermoleculares agua
solutos; mientras mds grandes sean esas fuerzas menor es lia
permeabilidad,

Los datos obtenidos, llevan a pensar gue

en Ffibra muscular de Balanus, la permeabilidad & 1Ios no-

glectrolitos depende de su coeficiente de particidn aceitew




g2,

gua v en segundo lugar, de su tamario. La permeabilidad

o)

agua, podria ser explicada por el paso a través de

it}
[ 4

canales acuosos gue tienen grupos polares en Su interior.
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S$e estudid la permeabilidad de ia fi-

o

ra muscular de Megabalanus psittacus al agua y no-eleciro-

litos, determinando los coeficientes de refleccifn osnbiim

)

0s y los coeficientes de permeabilidad difusional.

Los coeficientes de refleccidn, se de~
terminaron de la razdén entre los flujos osmbticos provoca-
dos por gradientes de concentracidén de no-electrolitos y
la sacarosa., Con este objeto, se usaron fres técnicas
diferentes: medidas del cambio de densidad Sptica, medida
de potenciales de flujo y medidas del cambio de volGaen
de la fibra.

Se observd gue 1los efectos de 1os no-
electroiitos sobre la densidad 6ptica eran muy variables,
ya gue algunos provocaban oscurecimiento vy otros aclara-
miento de la fibra., Debido a estas diferencias en la nage
nitud y sentido de 10s cambios de transmitancia, no fue
posible determinar un valor para el coeficiente de reflec-—
cidn por &ste método. La cinética de los cambios de den-
sidad &ptica, resultd ser mis ripida que la de la variacién
del voltusen, 10 que parece indicar que no existe una corvew-
laciéﬁrentre.ambﬁs fenbmenocs.

Los resultados de las medidas de poten~
ciales de flujo, muestran que la urea y el glicerol causan

105 mayores efectos, Bl etilen glicol, provoca cambios de




84,

potencilal menores,

Los coeficientes de refleceidn obtenidocs
para la wrea v el glicerol, dieron un valor cercano a 71,

o sea, gue parecen ser tan impermeantes como la sacarcsa.
Para el etiién giicol, se obtuvo un § de 0,55. Se pos-
rula que estos valores estén mds afectados por la difu-
sibn de las moléculas en el espacio extracelular,que los
obtenidos por medidas de cambios de vollmen.

Las medidas directas del cambic de vo-
lumen provocado por gradientes osmbéticas de no-electrolitos,
dieron valores de coeficientes de refleccidn que estaban
mejor correlacionados, con los coeficientes de permeabili-
dad difusional.

Los valores de O obtenidos, Ffueron ©,96
para el glicerol, 0,83 para la urea y 0,45 para el etilén
glicol,

Se determinaron los coeficientes de peprw
meabilidad de HTO, urea, glicerol, glucosa, antipirinz,
metil urea, tiourea, metanol v acetamida en Fibras muscula-
res aisladas, haciendo medidas de captaeién de trazadores
radiactivos.

Se encontrd que las coeficientes de per-
meabilidad de los no-electrolitos son funcidn de la polaw
ridad de las moléculas. La urea, tiourea y el glicerol,
presentan las permeabilidades mé&s bajas, en cambio el agua

la antipirina vy la acetamida, son muy permeantes.




La glucosa aparece con un coeficiente
de pormeabllidad mds alto de los esperado porsu ccefi-
ciente de particibn aceite/agua, lo que sé explicarfa por
un transporte facilitado de esta molécula. En general,

a medida que aumenta el nimero de grupos que pueden hacer
gnlaces de hidrdgeno, disminuye la permeabilidad.

Les resultados indican,entonces, que la
permeabilidaia los no-electrolitos en estas fibras,esté
determinada principalmente por el coeficiente de particién
1{pido/agua, v en segundo término, por el tamafio molecular.

| Se postula que el paso de 108 No~eieCiro-
lites se realiza en tres etapas, que serfan: a) paso desde
la solucién a la membrana, para 1o cual deben romperse en-
laces de hidrdégeno entre el soluto y moléculas de aguaj;
b) Difusibn a través de la matriz lipidica de 1la membrana.
¢} Paso de la membrana a la solucibn en el interior de la
célula vy formacibn de nuevos enlaces de hidrdgeno.

La difusidn en la parte lipidica estaria
faveorecida para las moléculas que present@n menor energia

e interaccidn con ias cadenas hidrocarbonadas de 10s fos-

£

folipidos, pero la etapa limitante del proceso seria el

paso de la solucidn a la membrana.
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