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INTR0DUCCT0N

E1 ofocto d.o }a tcmpcratu¡a sobro oI potcnoial do reposo
ha sid.o cbjeto d.o ![rme?osas invcstigacioncs en diversas preparacio-
nes bi,o16gicas. En eL caso particular óo la fibra ncrviosa 1os prin-
cipalos aportos so debon a }Ioclgkin y Ka*z ( 19 49 ), Ialton y Eondrix
(1962), Guttman ( '1g66 ) r -u:rft ( :-c.i'l ') 

.

Al estudiar e1 ofccto do 1a tcmperatura sobro e1 potcncial
dc reposo cn axone s gigantes d^c Ia jibia }osicus gigas, Latorre (1969)

encontr6 un rcsultado incsperaclo. En cfecto, a1 subir Ia tomporatura

de1 medio d.o 3 a 18 oC, o1 potoncial de reposo disminuy6 ccrca de 10

mV on valor absoluto. Estc rosultarlo d.iscrcpa con los d.cscritos ante-
?iormente on axoncs Siigantes dc LJol1go forbcsi, er los cualcs eI po -
tencial d"e teposo permenece constante en cstc rango d.e ternperatura,
Eod.gkin y Katz ( 1949 ), y con los d.atos obtcnidos en axones do 1a¡r -
gosta, en 1os que*d:e acuerdo a los e:qrerimentos realizad-os por Dalt on

y Eendrü ( tgOZ ) en Homa¡us amellc amls se eno ontr6 que eI potencial
d.e reposo aunont aba en 10 mV cuand.o se subía Ia temperattua del metli-o

de2aL6oC.

Para tratar d.e erpli-car este fendmeno se si-guieron dos oa-
minos diferentcs. Por una pa::te Lctorre ( 1969 ) se d.od.ic6 a investi-
gar eI efecto d.e1 potenc ia1 aplic ad.o a través d.e la rnembrana axonal
sobre 1os flujos de partfcüIas haci-a eI interior de 1a c61u1a, eon Ia
hip6tesis de que La hiperpolalizac i 6n provocad.a por 1a baja tempera -
tura podrla altera¡ 1a permeabilidad. de la rnembrana. Xn este trabajo,
por otra palte, se estud.ía eI efecto de Ia temperatura sob¡e 1os fLu-
jos de diferentes tipos d.e partlculas. Se eJ.igi6 con este objeto una

serie d.e noelect¡olitos d"e diferentes grados d.e polari-dad y una per -
tÍcula, cargada, el, ión sodio.

La hipdtesis que determind estos expe::imántos consiste fun-
d.aneltalmente en suponer que la temperatura baja altera la estructu¡a
de Ia membrana ce1ular, organizándoIa en eL sentido d.e hace¡Ia plesen-
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ta¡ rrr1a bamera nayor a la difusl6n d-e sustancias d-entlo y fuere.

de 1as cá1u1as. Si esta hi-p6tesis fuera vá1id.a, áeberla deteotar-
Be un cambio significativo de 1os fluios de partículas a trav6s d-e

eI1a al variar }a temperatura, Una disminuci6n no específica de

1as permeabillda¿es dc óifcren-bes sustanci¿ls a travds c1e la rlembra-

na podria dar cuenta de los resultÉ.C-Js o'otenidos en potoneial de

feposo, ya que sería losi¡l e irostular- entonces que a temperaturas

bajas 1as couientes dc fr'.g., qu"e nn:;r'ti,rente enuascaran cl valor
¡ea1 d"el potencÍal de Í'eposo, se verian notal¡lemente d^i smirruidas.



REVrS roN !ISr, r0 GR-Af,r CA.

Ia tésis más aoeptad.a actualmente sostiene que 1a meobrana celu-
1ar constituye ia barrera primarla a,1 pasc d.e sustancias dentro y -fuera

d.e }a c61u1a, Earris (195o). I,os defensor¡es de esta tesis con§Íderah.

que e1 intorior d,e La c61u1a consiste an luto c más compartimentos rela-
tivamente uniformes que contíenen iones, pequeñas mo1écu1as orgánicas y

macro¡no1éculas. I-,a gran masa d.el agua y de 1os oationes monovalente s -
den"üro de 1a oélul¿ se supolle esenoialmente en el mlsmo estado que en.

e1 extelior de el1a¡ y só1o una requeña fraccidn de e1los estaría liga-
da a componentes estrueturaler". El agrra ligada tendría una astructu¡a -
particular, d.iferente a} agua libre y por 1o tantoe no estaria disponl-
ble como solvente. L,as macromoléculas intracelulares no dif,usibles po -
seerlan s:-tios potencialmente capacei d-e ligar solutos permeables, ya -
soa por fuerzas electrostáticas, formación d.e enlaces de hidrógeno u o-

tros tipos de enlaces, en fo.'ma esencialüonte no selectiva.
Se supone entonces que los sltios que d-an cuenta d.e la selectivi

dad de1 transporte d.e moléculas d-ent-co y fuera de 1as cé1u1as están 1o-

calizados exclusivamente ,:n la mcrbrana ce1ular.
Dos ti,pos principales de procesos de t¡ansporte dife¡enciables -

te ¡modinámi camonte estarían p::esentes en }a membrana, transporte activo
y transporte pasivo. E} transporte activor a diferencia del paslvo, se

tealiza en contra de una grad.ionte te¡modlnámica de potencial. Se supo

ne que eI flujo a trav6s d.e la menrlrana de solutos específj-cos a favor.

do una grad-i-ente se realiza a través de poros o canaleg proson'úes en e-

I1a, que poseen sitios selectlvos con capacidad de llgar particulas,
los procesos pasivos de este tipo no requieren e1 acoplanieni;o obligado
de1 metaboli-sno celular, sin embargo es posible que se requiera 1a ener

gla metabólica para mantencr l-a rnembrana, o más precisamente 1os poros,

en un estado adecuado paI'a e1 flujo selectivo de gclutos.

L,a acumulacidn selootiva de sustarrcias dentro d.e ]a cé1ula repre

senta un flujo d-e solutos a través de 1a membrana en contra d-e una gra*

diente. l.,os procosos activos {-l-o esto tipo se atrj-brryen a bombas depen-

dientes d.e 1a energía metab6lica presentes en 1a membrana. En general
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estas bomba,s repxo §3!1ta.n oecani.sioos espúcializados de transd.ucción d'e

enelgía metabó1ica en trabajo osmdiico, con componentes de reaccione.s

energéticas y si-tlos d-e ligazón selectivos arreglados esp'EcialmeÉte -
d"e tal manera que }a translocación dileocional d¡: un sofuto específi-
co a través de la membrana ocurra contra urra gradiente terrrodinámic¿

aparente.
La teorÍa opuesta a esta pcstula que el- agua, los iones y 1as

macronoléculas dentro de la cdlula cor:stítuyen un sistoma altamente or

ganízado 2 de tal manera que varios tipos ile sil;ios fj-jos dentro del

sistena cstán disponibles pa¡a irrtcractuar específicamente con ciertos
solutos y no ccn otros, ling¡ (19é,2). ¡lste sistema intraoelula:: sería

rcsponsable d.c 1a selectivldad iónica y de 1as pr:opicdades de excitabi
l idad.

La existencia de una bomba metaból-ica para sodio y potasio en -
1os fantasmas de erit:rocitos de g1óbulos roios descrj'ta primero por

Straub (1914) y analizada lucgo pcr l{offnan (lgeZ) y eL hecho que 1as

preparaciones d-e f i-tras ncrvios¿¡.s gigantes en perfuslón intlacelular ,
en que se ha reemplazado ia Srerr masa de axoplasma por soluclones acuo

sas d.e electrolitos, p]:esenten potenciales d.c reposo y acciórr (3aker et

aL, 1)61, Oikar^ra etr aI , 1)61) parecen demost¡ar quc 1a membrana celular
es efectivanentc 1a responsablc r1.: los procesos dc transporte y excita-
bil idad.

No debe olvidarse, sin ernbargo, 1a importancia de l-as membranas

presentes en el interio¡ de la c6luia cn eicrtos procesos de transporte

como 1a captación dc crlcio cn i1 sistqnra sarcot'rbul a: d.scri"ta por

Eassetbach (1964) y 1a translocación dlreccional de cationes monovalen-

tes en mitocondrias (lehnlnger, 1)6Q, Iernand.ez Morán et al , 1!6{). Es*

tos hechos han conduciclo a suponer que los sistemas celulare§ d.e membra

nase ya sean inteiiores a la cólu1a o superficiales poseen organi-zacj-o-

nes ¡aacromol"e culare s especializadas en -1, a conve:rsión de energía metabó-

lica en trabajo osm6t ico.
Natur¿leza de Ia membrana gclulq!.

La microscopía electrónica ha revels.do que las célu1as animale.s

y vegetales generalmente exhibcn aclemás d"e la meinbrana celular propir"*



nente taL, una profufrió¡l de siste,m¡.s rlrc rbl.'arro§o§ 9n s¡r intorlor, Pala-

ac ($64).
La membrana plasmática quo era invlsible con el microscopio de

1uz se reveló con la nicroscopía electrónica. &r preparaciones fijadas
con pclmanganato de pot¿,sioe !.obertson (1957) observó que 1a membrana

aparecía cono un sistena trilarninar, (ompuestc por clos banCaag d.ensas.

separadas por otla nr:nos densa:, ias tues riel mismo espesor, con un an*

cho total d.e 'lr1 L. Se ha obselvario quc la mayoría de los sistemas mem

branosos de Ia cé1uia ¡resen-ian csia estrü-ctura trifaninar, 1o que ha

conducid.o a la teoria de 1a nc.rrbrana rrnitaria propuesta por Eobertson

(19g9, l9ez, 1!6r{) qulen sostiene que 1a menbrana ce1u1a¡ está formada

por dos monocapas d-.; 1ípidos comprcndidas entre dos capas de material
no 1ipíd.ico, pre sur.ri-blemente proteínas con una organizaci6n asimétrica..

l,os estudlos c1ásicos de Overton a fine:s d.el siglo pasado en cé-

lulas vegctalcs (Davson 1964) demostraron que la velocidad de penetr:. -
ción de una sustancia a tr:avis d-c la cálula está dctermineda en gran

proporci6n por su sclubjlidrd en lipidos, Io que se e ).pre sa en fcrma . -
cuantítai;lva por e1 coef'j,cicnte de partici6n aceite-agua. I,as molécu-

1as tales comc 1os éteres, las acetonas y los aldehidos penetran muy rá
pidarcente, mientras que 1as más sclubles en agua como el- glicerol , e1 -
otil6n 91ico1 y e1 ".ritritol 1o bacen más lentamente. Sin embar¿Jo, Ios
esfuerzos para establecer un paralclismo eracto entre solubilídad en l-f
pldos y velocldad. d"e penetrai:i-6n fueron infructuososi

Estos oxperimentos die¡on e1 prirne r indi-cio dc que 1a momlrana ce

lular era dc naluraloza lipídica.
Junto con estos experiüentos de penetraci-ón dc no electrolitos -

dentlo de 1a có}u1a, Gorter y Grendel en 1)?J Licieron otro tipo de ex-

pcrimento d.e gran impoltancia en la elucidación de la iraiurale za de la.

rnembrana. Extrajer'on 1os lipi.riros oe gl6bulos rojos con acetona y detel-
ni,naron con una balanza de Langmuir quc e1 area que ocupaba una capa mo

nomolecular compacta de lipid-os c:ra igua,1 al doble d.e1 area celularrcon
clqyendo así que l-os 1ípidos de Ia membrana están o¡denados en una capa

b1no1ecu1ar.

J,,os exper:imentos ,ie cclLand,er (19{l ,1949r1954) en cá1u1as de Cha-

ra qeratophylla y de Ni!e1La flexilis e.: 1os cuales estudi6 permeabili-
üad de no electrolitos L.rr f,üc i6n ¿c cocficicnte de partici6n y tamaño
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Una de ]¿rs prirneras teoríes en cr"antc a est"uctura de 1a membra-

na se d.ebc a E6bor (t936) qu:-en supuso que 1a membrana podria oonsiclerar
se como un mosaioo de regioncs de tipo 1ipíd.ico con regiones porosasrple
sumiblem,:nte ¡rotcínas en forma de ¡ed. Opuesto a este punto d_e vista es r'
tÉ e} enfoque de Davson y nanielli (l9rZ) que consideran a la memb¡ana

cono una barrcra lipidica contínua" S:gún esta teoria l-a" velocidad_ d-e -
penetración de ¡nolécu1as a ir¿vás de fa menibrana está determin+:r.da por 1a
enorgía necesaria ?ara pasar óc la fase acuosa extraoelular a 1a fase li
pídica de la membra.na" Las sustancj-as ccil 6rupos polares penetrarían
más lentamcnte que las con grupos no Iolares.

Para explic;ir Ia impo::tanci¿ del tamaño moJ-ccul:.r, nanlelli supone
quo el material lipídico no cs uniformc, prescntanda zonae de dife:rente
¿ensid"ad, de tal manera quc 1as inoléculas rnás pequeñas pasarían a través
de estes regiones más rápíd.amente que 1.as grandes.

En é1 caso particular ¿c} axón giga.nte, los principales estudios
sobre }a estructura de 1a membrana celular a1 microscoplo electrónj-oo se

deben al grupo ¿e Villegas e'c a1 , oue han estudlado si ste mát i camente l¿
estructura de 1as fibra,.i nerviosas de 1a jibia }oryteuthis p1eí. Vi11e-
gas y Villegas (1960) describieron la est:ructura de 1a preparaclón d.e

axdn gigante, que ccnsiste en c1 axón propiamente tal , limitado por la
membrana ¿¿xonal de aproximaclamcnte BO i do espesor, rodeada por cé1u1as

d"e Sch¡vann. Las ccílu].ls 1c Schw"'.on cst^¡í..n ., BO i O" dir¡tancia de-t r.xo-
1ema, 'tend.rían un espesor nínino C.e Ar1 a Or2 u en 1os extremos, Ji un es,

pesor náximo de OrB a 0r! u en 1a región de1 núcl,eo, ExistirÍan canalos
tortuosos ae 60 i de diámetro limitados por 1ac membranas d.e las célu1as
do Schwann que comunicarían el axolema con e1 exterior, De acue¡,io con
este modelo, Villagas et a1 concluycn qua 1a principal bamera a la difu
si6n dontro y fuera d.e} axopfasma la cons+i-tuye 1a membrana ce1u1a¡.

Tanto 1as memt¡ranas d"e 1as céLul¿s de Sch¡¡,ann como la memt,rana -.
d-el axón aperecen al rni-croscopio sLectrdirioo como estructu¡as trilamina-
Ies con dos zonas densas y una r:1ar¿ entre cllasn

ür Vitlegas (lg0g) fra ::eal-izad.: eI estudio a1 microscopio efeotré
niso d.el axón gigantri de 1a jibia chilena .1ió.:idicus gigas, encontrando
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básioamente la. misrna estructura doscrit& en 1os axonos gigantes de }ory-
teuthls pfei, con Ia d.ifelencia d.e que }os canafes que cruzan las cá1ulas '

de Sch¡.t¡ann son más tortuosos y que e1 ancho de estas, 1 ,5 a 6 u2 e s mayor

quo eL d.o 1as cóIulas d.e Scb.¡¡ann de los axones d.e troryteuthis.
Esta misrna estruc"bura ha sído desc¡ita en ef caso de 1a jibla floli-

go folbessi por Baker et al (1962) y d,e Loligo pealú por Geren y Schmid-t

(tg¡+)
Según Vi-11ogas y Barnola (1961), el modelo e structural de Ias bar1'e:

ras d"r-ruslvas en axon gigante indica que l.os solutos y el- agua 11ega:r a1

axolema a través de 1os canalus que recorren la célula de Schwann, y pa-
san a travd s d.e e11a por poros presentes en 1a membrana. leterminaron la
constante de permeabilid"ad. para e1 agua a través d.el axolama midiendo

f 1u j os de agua trit iad.a, y enc ontrart.,n un val- or d.o 1 ,42 + 0, 3! x 1 O-4

cm/seg. A partir d-e Éste valor de permeabil id.ad para e1 agua, suponiondo

que esta so mueva a travás d.e 1a membrana por canales acuosos (Frar:ken -
bauser y Eodgkin, 1!!6) deternÍnaron ]a razón entre e] area d.isponible
para 1a difusión y e} espesor d-e fa membrana A/AX, encontrando urr val or
de 5r3, quo es nayor aL valor de 4r0 d.escrito por Frankenhauser y Eodgkin (1

(t956) pare cl potasio.
Además d.e d.eterminar 1a pe rrne abil id.ad. aI agua por mótod.os radioac-

tivos, Villegas y Villegas (1960) estudiaron el coeficj-eate de fj-1tracidn
d.el agua e studiand.o 1os flujos obtenidos a1 aplicar una gradiente osmóti-
ca, .olteniendo un ooeficiente de perrneabil id.ad de fil"traci6n" Se grin Kce-

foed-Johnsen y Ussing (t913) fas diferencias entre las permeabilidades ob

tenirlas por difusión y por métod-os osmóticos ind.icarian ]a presencia de -.
poros 1lenos d-e agua en 1a mcmbrana celular. En e1 caso d"e1 axdn }oryteu-
thig,plei estas dos permoabilldades d.ifieren en un ord.en de magni-tud, sien-
d.o menor }a permeabili-dad d.ifusional que 1a osmótioa. Según Pappenheimar.

et aJ. (1951) 1a raz6n entre estas dos permeabilidades podría dar una. esti-
maci6n üeI radio de poro de 1a mombrana, que en oste caso tend"ria un val or

oo
1ímite máxi-mo de Br5 A, y mínirno d"e 1r) A, que es e1 valor del 

"ad.io 
de u-

na molecula de agua.

Posteri or¡nent e , Vj-l,legas y Barnola (t96t) ¿etermlnaron en axón gigan



te d.o Doryteuthis, 1a permoabilidad do 1a membra¡¡a a una se¡io ¿o no

clsctrolitos, expresánCo1a en términos del coeficiente d.e ¡eflcxión.'
desarrol]ado por Staverman en 1911 para membranas porosas (KatcUal sXy

y Curran, 1!6J )

Se gún Stavernan, e1 coeficiente de reflexión es cero pala el
agua y uno para üna mo16cu1a totalmontc irnpernieable, l-as moláculas
que pasan a travós de 1a ¡neinbrana con mayor dificultad que el agua ,;
tienen v¿lores de í"-entre 0 y 1. Ie 1cs valoles dc : ottenidos para

1os no electrolitos obtienen un ra,lio equiwalente dc poro d.e {rzJ 3, .
Villegas et a1 ( 1968) confirmaron p oste r j-orioe nte este valor

usando un núniero mayor ée no clectrolitos.
firight y ni¡uond (1969 a) ¿aterminaron los coefj-cientos dc re-

flexión para 206 no olactlofitos ned-iante mediciones de potenciales
d-e flujo en vesícu1., biliar. Sncontraron que en gensral a' disminuía
d"e 1 a 0 cuando aumentaba el coeficiente de partici6n aceitc-agua.
Sin enbargo, fas mo1écul,:s ccn muchas ¡amificaciones tenían un [&:-

yor a lo esperado por sus coeficicntes dc partici-ón, indicand.o una -
cnisotro¡ía d¿ los IÍr,idos d; fr mcmbrrn.r :n t:.nto que las molócu1, s

pequeñas tenían'I menores de 1os esperados pcr sus coeficientes d.e pa¡

tici6n, i-ndlcand.o que pcnctran por regiones de la rnembrane con alta den

sid.ad de grupos polares, asociatlos con molécu1as d.e agua.

Según W¡iAht y liamond (1969 ¡), la temBcratura afecta más l-os

coeficíentes de ¡ef1cxi6n de los no electrolitos con -t- nÉ.yo¡es y por 1o

tanto nás perraeables, que 1os' C.e los no elcctrolitos más polares y me

nos pcrmcablc s.

§n general postulan que 1a mcmbrane pod.ría ser un mosaioc de zo-
nas no polares form¿:Cas por lipidos y de zonas polarcs con agua incorpo
rad.a a través d.e las cual-es pasarían solutos polarer de PM j-nferior a

10-80. Pasado este lÍmite dc tamaño, la entrada d.e 1os solutos polares
estaría oondicionada por su cocficientc d-e partición aocitc-agua.
Algunes consideracioncs soblc 1a estructura de1 agu4.

Si se supone quc }a neinbrana celular presenl,e zonac poleres con

moléculas de agua organlzadas en torno a e1las, es interesgnte revisar



1a estructura de1 agua tanto en estaCo liquid-o como €n bidratos cris-
talinos o en e). interior d.e mo16culas d.e proteína. Según Ndmethy y
Scheraga (1962) el agua líquida presenta estructuras cristalinas ';ip,.r

hie1o, formadas por moldculas óe agua con d.istintos números de onlac.+¡-

d-e hid.rógeno, d.e 1 a {., ooexistentes oon mo16cu1as de agua l-ibre. E.l

número de mo16cu1as de agua que forman ostas e structuras es función ¡-e

}a temporatura, siendo ücno*' sL1 tamaño a mayor tempera,turao Este m(,.._

1o fué primero pc;tulado por' 3orna1 y Ionler (fp:¡) y modificado lu;¡¡c
poI FTank y lfen (t157) quiencs sirpusieron quc estos conglomcrados d.

mo1écu1as d.e agu.a se formaban y so desha:ían a gran velocidad.
La interacción d.e no electrolitos con esta estructura ha sidc

analizada en c1 caso de solutos no pola-'es por trlrank y lvans (1945)

quiencs d.cmostraron quc la introduccidn de un soluto no polar en agt-,

provocaba una disminución d.e cntro¡Ía. Estos autores explicaron est,.

hectro suponiendo que como 1as fuerzas de interaceión entre agua y sol i

to no polar son menores quc entre agua y agua, es posible suponel qlle

agua se ord.ena ón to¡no a 1a molécula no polarr
Iros solutos polares por otra parte, ilteractua¡ían co¡ la. es",,:

tura dol agrra se gún su capacidad de fornar enlaces hidróge;i':s"

Sí se supone (Eorowitz y Fonichel, 1965) que e1 agua .prcsen"i:+ e.:

1a membrana celular pued.e intelaotua¡ con grupos polales, te.l-os como LE

que se encuentran en 1as protelnas, se tenórÍa que el agua en torno e

el1os estarÍa c¡rstalizada en forma d.iferente aL agaa liquida, y con it.-
establliclad muoho mayor conferid.a por el tamaño d.e }a mol,6cu1a ordenac,.,

Ta. Esta ebtr'r¡ctura se vería grandemente afectada por Ia temperatura e

que condicionarla el número d-e moldculas d-e agua que forman 1a capa cr;^
talina en tolno a] grupo po1ar.

f.,a difusi6n d.e una partícu1a a través de canales aouoso§ se ver-Í'
ontonoes cord.j.cionada por su tamaño molearlar, explicando así o1 fenéme

no descrito en numelosas preparaclones r1e que los solutos polares pequ'.

penetran más rápídamente dentlo de l-a célula quc 1o esperado por su co':

ficiente de partioidn aoeite-agua. lJa s partieulas muy pequeñas pod-ri-a'.-:

movolsc a travds de los irlaséticios d,e esta e structulca aristallner eil

tanto que las más grandes tend.rían que haaerlo por el agua 1íquicla di.;: .
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Todos Los experimentos se reallzaaon en axones glSantest

cle B0O a 1100 u de diámetrorprovenÍent os de la jibi.a chLlena no -
Bidicus..giqas.

Las jibias se capturaron generalmente a B - 1o I(m. dÉ 1a

costa, se d.ocapitaron inmedlatamente y 1os ma,ntos que contienen
J-os paquetee d.e a¡ones gigantes so l avaron cuidadosanente y oe

traneportaron en agua de rnar con hielo aI laloratorio¡ El tlenpo
proned.io transcur¡id.o d.esd.e el. momento d.e Ia captura de las ji -
bias hasta su 11egad.a a la pLaya fue siempre inferior a I horas,
generalnente una hora y iaed.ia o doÉ. Se procedi6 a aislaa los
axones gigantes en el ¡nornent o mis¡ro en que los ma¡lto§ llegalon
a1 labo¡atorio.- lara 6sto se e:rtla¡eron primelo d.o1 manto 1os

paquetes dc filras (disecct6n grue.a) y 6stos se d.lsecalon pos-
toxiornente cn agua de ma! artifioial frla bajo iluminacidn de

callpo oscuro (d.lsecci6n fina). 5e obtienen en prorned.io de 4 a 8

axones d.o 5 - 6 cn. de largo por jibia. nebido a que 1os axoneÉ

que se han Ba.ntenido aislados en frío por más d.e 12 horas pre -
sentan cambios en sus propicdades fislol6gioas, por 1o Rrenos en

cuanto a Io que so rofiere a efectos d.e temperatura, todos 1os

exporlnentos se realiaaron con axoncs d.o menos de l2 horas, con-
sld.e¡ad.as 6stas desd.e el momento de la captura de to jibÍa.

Tdcnica.rle r¡icro-inyccc i 6rl l

Se sigui6 básicanente 1a técnica des-
crita por tsrad.y et e1 ( 1958) introducionclo aLgunas BBúilf ic a,c lones es

pecialnente en Io quo conciorne aI Iegi-§tro inte¡no de potencialt

üna vez aislad.a y cuid.ad.os¿nente d.es -
pojad.a de1 máximo posible d.e teji¿o conectivo, se montó 1a fibla
ae¡viosa, con Los d.os ertremos atados con hilos de scd.a, en una

cáma¡a de lucita da 2rJ6 cn. d.e ancho. La fibra descansala hori-
zontalmente sobre Ia base d.e La cáma¡a y estaba oompletamente

sumergida en un volünen de aprorlmad.anente I nri de agua de nar
artlficial, Los ertremos d.e Ia fibra reposaban sobre soportes de
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l"ucita de la misma altura que

por una d.istanc ia de 1 cn. El
d.o horizontaL era entonces dc

la cárnara, sopa"a.d.os de ósta
largo total de axón en senti-
aproximadament e {., I cm.

A trav6s de un oxtre¡no de 1{r fibra se intro-
duJo, por un corte practicad.o bajc nicroscopÍo, u¡a pipeta
d,o aproxi,mad anent e {.00 u d.e diámctro b.asta al"c anz ar una dis-
ta¡cj,a de Or4 oa. medidos desde cI bord.e del soporte. Esta
pipeta estaba perfectamente elinead.a con Ieslecto a 14, fibla
y a 1a cá¡oara en sentido horizonteil, con eI objeto de faci-
1ltar Ia lntroduccidn dr:l elect¡od.o into].no dentro del ax6n.

En efecto eL electrod.o interno d.ebido a su pequeño diámetro,
80 a 100 u, tiéno gran flexibilldad- y es por esta xazón que

es nocosanío gr.riarlo bac Lén,Lal y' oasan por d.ontro de una pile-
ta rfgida.

El eloctrod.o interúo so hizo ava,nzar haÉta

alca¡¡z¿r e] primer te"cio de axón d.entro d.e 1a cámara. Ter-
minad.a esta etapa, se prooed.i6 a registra,r e1 potcncial de

accidn y d.e reposo. Si a tomperatura amblente ta flbra no

prosenta,be potcncial-es d.e accidn y de reposo superioree &

!O mV y 45 mV re spect ivanant e, se d.escaltaba e1 ax6n y se

inici¿ba un nueyo esDerimento. Sn todos los exporiorentos d.e

nicroinyeccidn se us6 electrod.os de calomel como elect"od.os
d.e registrc de potoncial .

Una vez establecido si Ia fibra estala en

buenas condj.ciones flsiológicaÉ se cortó el a:ón eobre e1

otro soporte y se introduj o mediante un nicroDanipulador
una lipeta d.e vidrio de alred.ed.or d-e 150 u de dl0nat¡o 1le-
na con soluoi6n rad.iactiva que se d.eseaba inyesrtar efi el
inte::ior d.eJ. ax6n, hasta recorrer con eLla toda la zono, d.e

axón comprenilid.a en Ia cámara cuid.and.o de no tocar e1 elec-
trod.o intorno. Luego se rotird lentamente Ia plpota j.nyoc-

tand.o 8,1 mismo tiernp...r 1a solucidn radiactiva, por prosi6n,
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basta complotar un volúmen d.e 1 - 1r! u litros.
la micropipeta Éo calibró pesand.o eI volúmen

de J-íquldo que ee capaz d.é cortúner en la zona d.e 150 u de

diámotro.

Finallzada esta operación y una, vez retira-
da la pipeta de1 axón se contr.oló el pctencial d.e reposo y rJ.e

acc16n, recolecte¡do sinultáneamento cad.a ! o 1O min. mues -
tras del agua rle ¡nar erterior. Et líquido así obtenido se ver-
ti6 d.ireotanente en planchetas secas lara d.etermina¡ su radiac".
tividad. posteriormente" D¡¡a¡t e tod.o el experirnento so controlá
Ia excitabilidad. cle 1a fibra.

Se bajd 1a tonleratura del agt:a d.e max que

¡odoata el axdn haclend.o circular bajo la cánara una soLución
de glicerina at 2@o en agua d"estiIad.a, quo se enfrfó sumer -
giond.o en e11a un d.odo frío.

La parcd. de plás-blco que separaba ambas solu-
ciones tenla un esposor de I mm., 1o quc permitía un eficaz
enf¡ianiento d.e1 agua d.e na¡. La temperatura del 1íquido en 1a
cánra¡a se cont¡o16 cad.a minuto por medio d.e un te¡¡n6netro ca -
lib¡ado sumergid.o en 1a solución. Cada vez gue se baj6 Ia ten-
peratura do1 med.io, se recmplazd ta soluci6n recogida en cad.a

¡mrestra por agua de ¡nar fría.

?écnica. L1e pcrfusi.ón.

Le t6cnica que se doscribe a conlinuación es
rua r¿odific ac ión de 1a técnica d.escri.ta por oikawa et al(1961).
Se ocupó Ia m1§ma cámara de lucita d.escrita en 1os erperimentos
d.o microinyeccidn, y se nont6 el axdn en e11a en Ia forma ilus-
trada e squemát icamente en 1a tr'igura 1. A través d.e un erb¡en¡o
d.e Ia fibra s€ intro¿ujo lcnta¡lente una pipeta d.e vid.rio d.e

60O a 6JO u de diámetro, ouccionando axoplasna cuid.adosamente
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med ia¡tte un tubo d,e pIástico conectad.o a la parle posterio¡ de

1a plpeta para ovitar eBtiromlentos de la membrano.

So prosiguió 1a lntroducci6n d.e esta pipeta,
que Éo conooe con e1 nomb¡e d.e pipeta d.e succi6n, hasta re-
co¡¡er tod"a 1a zona d"e ax6n sunergida en e1 agura de mar de Ia
cánara. Íorminada esta etapa,, se introdujo por e} otro extremó

d.e la fibra una pipeta de 300 a llo u de diámetro, conoclda
como pipeta de infusfón, hasta lecorre¡ d"os pontÍmetros por e1

interio¡ d.c 1a pipeta iLe succi6n. L,a pipeta de i¡rfusión estaba

conocta.da aL ¡oservorio que coritenÍa la so1ucl6n cle perfusión
med.iante un tubo plástico, A1 te¡minar fa introduccidn Ce Ia
pipota de infuelón dentro aLe La clc suoc i6n, se dejd circular
la solución de perfusl6n a través de elLas pala Ieuove¡ to -
d.os 1os posibles restos de axoplasma do su j"nterio¡. Se rotir6
lueEo 1a plpeta Ce lnfusi6n, siemple c irculando solución de

perfusión, hasta alcanzar el. ertreno do la oánara comespon -
diente, y s61o entonces se retlró 1a pipeta de succídn hasta
eL otro ertremo d.e la cámara, removiond"o ef tubo de polioti -
leno conectado a su pa,rto posterior. A1 seguir este prooedl -
niento qued.a bajo perfusión toda La züna cle ax6n comprenclida

ent¡o 1os dos ertremos de Ia cáma¡a. Para establecer el regis-
tro de potencial" fntraceLular, so introdujo el electlodo in -
terno a trav6s d.eI extreno libre de la pipeta d.e succidn hasta

alcanza¡ e1 centro d.c 1a cámara.

Los flujos d.e entrada se determlnaron prepa -
raado una solucidn d.a agua de uar artificial con un is6topo
red.ioactivo de 1a molécula cuyo flujo se d.eseaba hed.i". Se

reemplazd cJ- agua d6 m¿t,r que bañaba el ax6n por esta so1ucj.6n

y ec colectaron gotas de ]c soluc16n de perfusi6n quo flula
por Ia pipeta de succ l6n dj.rectaüente en frascos d.e conteo
para se]¡ a.naliz&das posteriormente en un c ontador d.o cente -
l.¡. e o L 1qu10.o.
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Lnt¡cduoi6ndoto eñ ur tubo d.ú rid"Iio quo. §o

con (C1 016 ¡l.ry conócta¡ralo cste tubo con la
un puente d.e KC1.

b'- [loctrod.a E]cts!$o, fundaBcfltalneEt e os ulr o]cctroóo corrit;nte
d.e calomr:l o §lata-cloruro do platir,, al. que sc 1o lra adaptado un

tulo d.e vid.x1ó d,o punta fj:ra l-lef¡o con agar sil 4, an ag$.a d.e mar,

Brrfs Éungrgirló ea o1. agua de &ar extoricr¡
c.- Circuito d.e Rcglstro; En toCos 1os expsrfecllto¡ e* conectd e1

eLéotrods a un plqamplifiead.ór. En los exl,elimouios de nlcrolnyeg
eián ¡e usó uB Breamplificaddr naro¿ 3r,l< y én 1os d"e perfusl6r¡ uno

loáIce llaek. $§.ra medir potenoial de reposo se coBsa{61.3.e ssl rda
d.eI. plearnpl if1o td¡r a ua olectr8netro lfenl*tt-Packar¿, á1 quo en

aLgxrns É oaeoÉ ss anopld un inscriptor Varia$.
E1 potencial de accidn se nirli6 conocta¡:d.o d1rccta

&6nte la oallda d.e1 preaapl ff ic ad.or a 1a snt¡&d.s da un qsciloscopio
Tektronlx !02 1,. §e esti.muló erternameyrte Lo fibra eediente un

Bar do electrodos de platf.no lneorporad.os a Ie, cásn¡a ¿o lucit&,
c omiindend,o pulsos con un estimulad.cr Grass §l provisto de una

u*{d.ad de alslasidn de estí¡ÍuLo.

intil isi* i. Iirs muüst¡:I§.

e) Ieterülnac i6n en contad.ol d.r; ceatellec J"fgui,.lc,. §n t+dos los
cxperim+nto§ do per'f,usién se recogioron gotas do soluc i6n inter-
n¿) d.ireotamento en filascos d.e oonteo. Dn 1a gran mayoría de loe
exp".rlnentos se recoLeot8Ion 2 gotae de la *t¡lds j.6n d.o perfusi.ón

en cada ffaecor a¡$rqu6 cn al€iunos casoÉ se ¡eoolsctaron una o

tree gota*. §in oulargo Ée tuvo Eas.n pui&¿d.o en ñantenot consta¿

te eL udmoro de gotao rocoLectad.as en cád.6 oxporimento.

A c ad.a f,rá§?o sa agroga,ron 6 uL d.e soltrcl8n de oen

l1en6 posterlotmente
, pipeta a travds da
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telleo V 4 srl Ee etanol absoluto. La soluci6n de ceatelleo oon-

tenía 6 e/tt No y orSg/7r, P0P0P d.isueltos oo to-Lu¿no. focas

las muestras se cóntaron en un contadot do centelleo l§quldo,
marca Nucleer Chicago.

Las muestras quo oontenían s61o un isdtopo,
1A 1 ?

i. e. . t icu¡¿é-C ' 
+ ¡ urotano-H'¡ etil6n 91lcol-E- y agua tritiada

so cóntanon oon e1 voltaje d.e1 tubo fot omrlt ipl ic ado? ey¡'1115

voltioereL di6erLmin&do3 de la altlrra de1 pulso en Or) voltloo
y eJ. atenuad.or en 110.

L¿s ¡ruestras quo oontenfan dos isótopos se

anal izaron dotalminend.o eL espectro d.e energÍa d.o cada uno d.e

ellos con un voltaJe oonstante de 1515 voltlos en el tubo foto-
multi?licad.ox. Luego se sefeocion6 1a regi6n d.e c ¿rd"a ospeotro

a la cual se iba a contal cada is6topo de acuord.o oon la oompo-

sic t6rr d.e cada ¡ruestre.

Se usa¡on dos mezclas dist j¡taÉ de isdtopos.
-- 22 _14 ^- 22Una d-e el.las contenia Na y urea - U y -ta otra I\a y c'El1en

1
gl ic o1-E-.

Lra primera d.o e11as se analLlz6 con eI atenua*

¿or en 32, varlando e1 d-isoriminad.or do tal rnanela que pexa eJ.

c ana,l 4 eI d.isctiminador osta.ba en Or! voltiosrpara eL B eo 9rO

voLtios. Con ostas e Épec j.fic ec lones se 160 etr el c a¡ral It et ply'"
-___22alel Na,-- prosente cn fa muegtra

oa¡¡a1 3 so obtiene e61o el 33%

Se.d.aterminan estos porc ent aj e s

cuentas que §€ obtienen con eL

úor en O¡5 Yoltió§.'

'1 /tde 1a ur.ea C '- ^ En e1

y nad.a de Ia uroa{ '

cano 1üVf eL ntS,mero d.e

6n lr0 y 01 disori&lna,-

y é1 331"

d.eI lla22

tomand"o

at enuad-or

Las muestras que c ontiene.:n Nr22 y otí16n gti-
oo1 frJ se analizaron con o1 atenua.dor en 4, el óiscrlminador pE-

ra eI c a¡:a1 A en 0¡5 Voftios y ?ara e] canal 3 en 9 volt§. la
oficiencla rolatlva del Na22 en eI oanal A es 4e 1OU/, y en e! B

8l/", en tanto que e1 etilén glicol-E3 s61o sc detelnina en e1
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c anal. A eón una efioiencia d.e 9V/",

Debid.o a 1a forma en qua so ¡oaliza Ia separa-
ci6n d.e is6topoe, en que se resta a1 nrlme¡o total d.o cusntas
obtenld.as en eI canal A e1 nrlmero de ouentas d" Na22 obtenld.o

en eI canal 3 ponilerad.o por un factor, se tratd d.e tener sien-
1n \ 2)pre ll omds veces C'* o E' que Na" Bara d.lsminuir Ios orrores

de c< ¡occi6n

Siémpre se d.otevminaron junto con laB muest"&s
pat¡ones o onoo ld.os de cad.a uno de los ts6topos preeentes en Ia
n€uoLa, asl como combLnacioaoe ¿o 6110É, con e1 objeto de verL-
fLca¡ si 1a calib¡ac16n d.e1 sistema no varlaba d.e un er¡rerimen-
to a otro.

b) letorminacldn en coatad.oD d.e f1ujo.
En 1os exporinentos de microj¡yocol6n se ¡ecolectd e1 agua

d.e mar exteria que contenfr. or""-c14 y se colectd en planchetes
ád.eouad.É,Donte limplas y secaB. Una vez evaporad,a Ia solucü6n, so

proced.i6 a cont&r 1as plancbetas en un c ontado¡ autoxoátlco d.e

fluJo, maroa NuoLear Chioago.

Soluc icne s .

Todas Las soluciones Ée prepara¡on con a$ua destilada, purifi -
cada posterlormonte por paso a trav6s de une resiJra do lntéI -
cambio i6nico. Una vcz preparadas so manluvieron en ,efrigora -
d.or y se renovaron semanalmente. Todos Ios reactlvos empleados

en la preparaci6n de Ias solucioneÉ oran d-e graato analltioo.

ta conrposicidn d.oI agua d"e ma.I a.atlflolal ¿sacla

fue¡ Na§1 430 mM¡ Catl2 10 mM; M6C12 !O m.!f, Tris ) uitl; pEt Jr!.
&r 1os experimentos de microinyección e1 agua

d.e mar srtiflcial oontonla tanblérl KC1 10 aM.

La eoluc i6n tie perfusi6n useda en tod.os 1o§ ex-
perLrrontos ftre I(F !!O ntrÁ¡ tris 5, rBMt:iBF t .-T 35
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ls6topos Radloactivos¡ urea-c 1 4¡ ülcr¡¡ea i 1 a'y i"rgsr,q, r)'
tJ s¡t;¿#ferln o, , Radloohomlral Conto¡. EL regto d.é Ios
isdtopos, eti16n g.lieo1 - H3¡ agra tritiad"a y Na22 se ob -
tuvieron en New Englan.l Nucloar Co¡poretion.



RESULTADOS

Para dete?minar el efecto d.e temperatura sobxo 1os fluJoa d.e no

eLectrolitos¡ e1 primer procedimionto experimental seglrido consistió en

estu¿iar 1a salida de urea C14 d"l interior d.e un axón intacto on fLln,
ción de 1a temperatu¡a, med.iante 1a tdcnica de microinyecci6no

EI número total do cuéhtas d.e urea C14 qr" contenía cada mue s-brÉ-

se grafic6 en papel semil cgaritnricoen funcidn d.e1 tiempo. ?or 106 pun.,.

tos obtonid.os se trazó una recta ajustada según eI m6todo de mínimos
cuad.radoe¡ La inclLnación cl.e la rccta, k, es l-a constante cinética de

la exponencial.
(r) dpm (t) = epm (o) e-kt
que desclibe 1a s¿Lida de rad.iactividad de1 inte¡io! de un oonpartine.n
to siJ¡ considerar lotorno, d.ond"e cpm (t) es ef núme¡o d-e cuentas que srr

obtienen en tiompo cualquiora y cpm (o) 1as cuentas obteniclas a tiempo
OOr0¡

IJa recta deteroinad-a tiene la expresidnt
(2) L,og cpm (t| = -at + r.,og cpm (o)
La ecuaci6n que describe el flujo d.ifusional a travás de una rnonbra:i¡.

so d.e¡iva d.e La prlme¡a 1oy de Fick y tiene la siguiente exprssión mair.

mátioa¡
(¡) t=-tÁ c/[x
on quo J es e1 flujo por unidad d"c árca, ) eI coeficiente de difusión ,.

t¡avds de la membranal-l4 c 1a grad.ionto d.e concentraci6n yd x e1 espes.r
ds 1a memb¡ana oeluLa¡.

Para el caso de r:n cilindro de largo 1 y diámetro dr
(+) ,r = (t/t) di/er -[/n-ar) a"7at
clond.e n es el, nlme¡o cle moles. Introd"uciendo 1a expresión (4) en 1a

ocuación (3) so tiene:.
(¡) (/Tat) on/at =-t/c//z
Transformando n en conccntración se tione¡
(6) (\r/fí dt) do/dl = -t/ c// x
donde V es oL volumen do1 cilindro,
(?) v = ('n- d2/ü l
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Reemplazando (t) en (6) so obtiene¡
(8) (a/q) ae /a¡ --r I c,t ¡ x

En 1os exporiroontos de microinyecclón se procura que 1a conoentra-
c1ón externa de 1a mol-écul-a ouyo flujo se está determinando soa coL.o en

comparaCi6n oon, la conce¿traci6n interna, comor

(S) /c = C" - C. Cor conoentraciSn externa"
C. I concer-tración interna.

Si Ce ,, O ontonces
(10) Áa=-ci
Roemplazand.o en (B) se tione
(r1) (a/+) ac/at = t cífAx

Como e1 espesoL de 1a membra^i.,a es d.esconocido se define una nue¡,a

oonotante, la. constante d.e permeabillclad. P, por:
(rz) P - a/Ax
IntroducienCo (tZ) en (11) se tioner
(11) (a/+) ac/at = ec,

Integrand.o esta ecuacÍdn se tiene:
(14) ¡oe c (t) =(qP/al t + L,og c (o)
Comparand.o }a ecuacidn (1{) con Ia ecuación (2) se tione finalmenteo
(rr) p=(d/4)k

Es posible d.etorminar entonoes Ia cohstante de pormeabj.lidad de

una molácula a travás de 1a nemb¡ana axonal conociondo o1 diámetro dol
axón y Ia constante k.

Mediants este método se determlnaron las permeabil Ídads s de sa-

lida d.e o""u 014 en ci.oo experimentos de mlcroir\yeccÍón que se resumeir

en 1a tabla L. Se obtuvo un val or promed.io d.e permeabi).idad de
n

)t53 ¡ 1r8o x 1o-rcm/seg,
Se proced.i6 luego a d.eterminar el efecto d.e 1a temperatura sobre

1a sal ida de urea c14. Sn recogieron muestras a tcmperaturas ambiente )'
luego se dismlnuy6 1a temperatura. Como dsta no baja en forma j¡rstanta^"

nea hast¿ e1 valor deseado, se controló cada mi-nuto y se tomó e1 valox
plomedlo de todas 1as determinacionos hasta alcanza¡ durante un par de

muestras rrn vaLor estable y luego se volvió a tempo"atura ambiente " l¡-r



TA3LA, 1

SAL]DA DE IISEA C14 EN Axolf ES MICROEÍ rEC TAIOS.

EI;P DI.N\mrA0

(")
k x 1O'
/ -l,t seg )

? x IOT N

( cn/seg)

ú-1

ü-2
u-l
Ir-4
u-5

1000

1000

1100

1000

Boo

f 12

2r09

tt¿l

2r05

2¡56

B,33
E')

)1 )z

1t64
)¡ l¿

5

11

5

10

1B

2125 + O|TB 5153 + trSo

f,os vaLo¡es que se presentan a1 piá d-e lag colurmas corles-
ponilen ¡l gromedio más la d.esviacidn standard.. N ee e} número de obser

vaclones, k la constante cin6tic& d.escrita en e1 texto y P o1 coefi -
ciente d.e polmeabilidad. determinad.o según 1a fó¡¡rula (a/+) X.
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figuf,e 2 ilustra un resultado {lrico do 1a acci6n do la tenpe¡atura so-
bre }a salida d.e or." C14. Se pued.e apreciar una g?an inhibicidn ciel

fLujo basal a1 baJar fa tempotatura hasta 30 C" J una rocuperación total
al volver de nuevo a temperatura ambiente. Se cescartd 1a pa.rt1ó1!ao16n

d.el metabolismo cn los flujos dc salida de or"u C14 porque estos no fue-
ron afectados por 2-4 ¿i¡itlo feno] 2 n:Ii ni por ouabaina 0¡ 1 nMl anin cuai.,

do se neatu\rioron en agua d.e mar con inhibido¡ durante tiempos largos,
una hora o más.

la figura J muoBtira los rosultad.os obtenid.os en I orperimentos d:.

ferontes. Se d.ete¡ninaron l"os fluJos d.e sal id.a ¡elat j-vos tomand.o como

'l OO/, los valo?es de flujo obtenidos a l8q C. Se traz6 }a reota que apar.:

ce en ]a figura analizando 1os puntos er¡:eri¡nental e s segin e1 mátodo de

los mínimos cua,d"rad.os. Se obtuvo una inhibío ldn de hasta un Boy'o cuand.o

se disminuyd 1a temperatura de l8óa 3o C.

Para continuar el e stud.i.o d.e Ia depondencis, t6xmica de 1os fluj:,r
d.e no electrolitos, se cambi6 Ia t6cnica do mic"oinyecci6n por }a técni:
d.e perfusÍdn i¡tracelula¡. Nune¡osas lazones motiva¡on egf,e camlio, en'L.,'

e11as qae esta preparacidn permite estud.iar con mayor plecisi6n 1os flr: -.

Jos d.e partículas nuy permaables, que la recolecoi6l de 1.= ,o""tra" .',-

más sencilla y por 1o tanto involuera nenós factores de erfór y f ínalnr--.
te que eI axdn pcrfunclido ropresenta mág claramente una preparac i6n d.e

ueqb¡a,¡¡a que e1 ar6n intacto que se utiliza en ]os er¡rerimentos de micr!,

ioyeeci6n-
Para el caso del ax6n perfund.Íd.o, se ca1cu16 1a, permeabilidad. por

un m6todo similal al desc¡ito previanente para axonos microÍn5'cc ta¿los,

considera¡xdo que ]a g?ad ient e d.e concontracíí,n tiene si€r¡o opqesto y quer

el volumen d.eI conpartimento en el que se origina e1 flujo es e1 volume,-

dol ague ¿e nar e:terior. Con estas correociones, eI flujo por unidad de

árca, quc se designa por 1a letra J, está dad.o por:
J = -P (c.-c )' 1 t¿'

dond.o P es 1a constante de permeabifidad, C. la concentración i-nt erna y
C. 1a concentr¿cidn externa. Debid-o a 1a gran veloc j-dad. de fluio d"o }a
soluci6n de perfi-sidn intelna es posible Euponer que 1a concent¡ac ión i-

torna es igual a cero en tod"o momento comparada con Ia extelna" Se obti,:
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_EFFECT OF TEMPERATURE ON THE
EFFLUx OF ( c14 ) UREA

t5

10

5

r000

50 70 90
Time ( min)

Se determÍn6 la roóta que aparece en 1a
.fmos cuadlados. la tcmperatura d.rl1 agua d.e mar
ermin6 cada minuto y se tom6 el valor pronedio.
fíciente d.e regresidn de 1a rocta: Or!8.
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E
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a
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E
o.u 200

figr:ra por o1 m6tod.o dc

que rodeabo e1 ax6n so

Ilámet¡o d.o1 ax6n: IOOC



EFFEC.T- OF TEMPERATURE ON THE EFFLUX
OF ( Cl4 )-UREA

810 12 11

Temp. oC

L,oo flu jos rolativos r¿ue f i¿r¡ran cn 1-a o¡'denada se c:¿}cui;¿n

tomando oomo 100/o el flujo obi(:,nido e 1Boü' Ija ¡eota ee caiculó pcr

el mátodo &e rnínlnas eua,irad.es toma.nrlo l'os ¡esultadüs óbteni¿os con

trgs axonos diferentr:sr Ef coelicj-ente d.e regrasión C"e la rocta es

or9B,

=60
UJ

.g 10

!
0,c20

l:5.3T+2.1

F r _,c _!*¡l A .l
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P = ¡/ce
Se d.ete¡mind J mid.icndo e1 nú¡nerc de cuonts.s que ent::aban a1 axón por

unidaC tie ticmpo y dividicndo es+,e.¡alor por e-L á::oa d.e }a filra y por

1a activiCad especifÍca d"el is6topo en ia soluci6n Ce a6¡:a de ¡nar sx-
terior. Los ¡osib1.es errores que pueCcn int.rrvenir en la deterreinación

de J-os flujos provierion entonces de 1as nedicicncs d-e] tienpo de rcuest¡ec

del área del. axán ;r d,- ia l,otivi.clad cspccífica rie 1a so1uci6n. La concen-

traci6n exte¡io¡ ds 1a sirstancia estudiaCa se dete¡min6 en caria experi-me ,

to, Iacogiand.o un volumen fijo Ce agrra dc max, midiendo su ¡adiact ividad
y nultiplic8ndo eL nús¡ero de cuentas obt e.;ri<r.o por el recÍproco d.e 1a ac-

tividad e opec ft'ic a.
L:r tebla 2 presenta un resumcn d.e J.as perme abil ida,le s obtenida§

segün este nétoric para u"ea, tiourea, etilón glicol, uretano y tolueno,
en ordeli clecientc. ?ambién aparccc en est¿ tabla Ia pernreabilirlad al
ag'.ra tritiadar que se dctc:rrj-n6 por Ia fórriula:

P = Jr/Cr
en que JI reprcsenta e1 númcro d¿ cuen-!:es quc atravÍesa la ntcmbrana pol
unidad d.c tj,empo y de á:'ea y C r cI nú¡nero dc cuentas por unida-d de vil i,

nen .de l,¿r soluci6n cxterna.
Es posible obse:rval cn i:. tabla 2 que en p;eneral Ia pcrneablli-

d.aC aumcrnta con c] coeficiente de partición aceite-agu.a. EI eti16n 61"1

col y 1a tiolrroa presentan una a¡omalla ya que cl eti16n glicol es nás

perneable de 1o que podría espe¡arse por su coefici-ente ri"e partici6n.
Este hecho po{rfa d.eberso a que r:l ciilán glicol tiene un peso rnolecu-

lar inferíor a 1e ticurea.
X1 a.gr:a po:: su af ia perrileabilidad constitr.iye un caso part icular'

quo se ant,,lirará octall¿rdamente en ia discusi6n.
E1 ef¿cto rl; ia t":mperatura sobre Ia entrada d.e tiour¿a cstá

i.lust¡ad.o cn i. o. figr-¿ra 4. Es posille ¿rpI¿ciar una corr:elacién estro-
ch¿ entre tcm¡r:ratLrra y fl.ujo. Cono pu:d; cbservaise en la figura es

necesa¡ic un ticrrrpo de 3 J.4 minu.tcs para obtcner u,r flujo cle enirada
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CONSTAISUES IE PEBUD.ABTLI¡.q, PAtur Xr AGUA IRTTLI}A Y lIlsA SERIX IE Nó ÍLEC-

fNOIJITO§ EN ATOI{E§ PERFU}:D-].'OS.

MOLECIJT,A PE!I'[OAEI!IN.A-} }ESO B.A.NGO }E COET'ICI5§IrN }E,

(cm/seg") MOLEoUIAR fEMpEHAflrBApAETreroNAcEr*

EE-AGUA x 104

uBxA (18) A176 + Orl) 60 17:1g 1r1

TrouREA (11) 3r4? + 1,OO 16 1'(:1g 12rO

ETrr.,El':rGr,ICor(19)8,60+1,32 62 17-1g 5rC
uRxTANo (11) 36,2 + Br'{ 89 17-18?5 749 .

TorüENo (9) 80 +36 92 17-19 7 :
AcuA (11) ?B +22 1B 17

fios valo?es de permeabiliLlad ::ep::e sentan el promedio nás 1¿ áesviación
§itanC.a¡d. E1 núme¡o Ce experrmsntos figura ,:ntre par6ntesis.
L,cs coeficiontes dÉ) parl t:ión aceite-agua se torn¿rlon de Ios áatos pre

se¡tad.os por Ccli:rnder ( 1954) .
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EFFECT OF
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TEMPERATURE ON THE
T HIOUREA

15

o
"5

tL<
O L¡.j

><G
l:)Jc,
LL 

--2+
20 30 10

Time ( min)

Se determinó e1 fluio de entrada d.e tiourea nediante Ia tácnica

d.e perfusión lntraceLular. Se baj6 continuamente }a temperatura hasta

alcanzar un val or estable de loc, recogiondo muéstras slnultaneamente ".
Luego se dejó sublr a temperatura ambionte sin tonar muestras hasta a1*

ca4zar un valor estable de temperatula"
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conÉiante.
fra f,i€ura ! d.osoribe un experimento sinilar on que se mid.ieson

slmulteneanente flujos de entrada d.e urea y sod"io y potenoial de repo

so.

Nuevamente es posible aprec iar co¡oo afecta 1a teraperatura 1os

flujos de ulea y el potencial dc rcposo" El efecto sobre 1os flujos
de sodio se analizará tletall rdamentc más adelante.

l-¡a t¿bla J tesunre los ¡esr:ltadcs obtenidos con toda 1a serie

d"e no electrolitos estudia,dos 
"

En gcneral se observa qute 1os t'1ujos de no electrolitos pola-

les cómo urea, ti.ouroa y etilén g1ico1 sc ven más afcctad-os por 1a

temperatura que 1os de no electrolitos no polare§o .A'simisno es posi-
b1e aprecíar que en Ia gran mayoría der Los casos el efecto d.e l-a tem

peratura fue cornpletamente ¡eversible.
Los resultad.os obtenid.os con sodio §e lresentan et La *abla 4'

L,os flujos de sod.io so mid1e¡on simult a¡earnentc con los d.e u¡ea o d-e

eti16n glicol. En goneral cs posible notar que 1os valores obtenidos

a ternperatura ambier¡te son menores que fos descritos anteriormente

por Bojas y Canessa (t9680 en 1a misma preparación, quienes deterüi"
,)

nalofl un valor prctnod.io d.e 43 p"moles/cm"seg. El valor promedio de-

terminad.o según estos erperimentos es d.e 23 p.*ole=/.r2."cg. La dis-
crepancia entre estos val"ores poclria doberse a que en los axones u§a

d"os por Rojas y üanessa 1a concentración interna de sod.i"o no es cero

como en ostos oxperimcntos, sino 2 mM. l"simi"smo el agua de mar arti-
ficiaL usada por estos autores tenÍa KC1 10 mM.

I.,a temperatura afectd en oasi todos los extr¡eri-mentos los flu-
jos ¿e sod.io. Sln enbargo, en clos cagos los flujos de sod.io aumenta-

ron contilruamente a trav6.s d.e todo e] erpcrimento y no fueron sensi-
bles a Ia tcmperaturao No es posible explicar e§tos datos supcniendo

que e1 ax6n estuviera dañaclo, ya que 1os potenciales de 
"eposo 

y d.e

aocidn presentaron valores normales durante e1 transcurso de1 experi

mento.

En el caso d.el sod.io, sólo se presentan datos de flujos porgue

en 1a estlnaoi6n d.e 1a pcrmeabilid.ad para partícu1as cargadas d.eben

conslderarse 1as sradientes eIéctric¿s ¿;rie¡nás d.o 1as mad"ientes d.e -
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Se d.etermj.naron slmultanoamente en axones perfu:didos e} poten-
ciaL d.e 

"eposo t los fluJos d.o entrad.a de urea y sod.io y 1a tempelatu-
¡a en funcidn d"e1 tlempo. So observa una tlepenclencia d.i:recta e¡tre los t:i .;
fLujos y la temperatura.
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EFECTO 
'E 

IA TEMPEBATUTÁ SOBII i,OS FLÜJOS

SENIE DE NO ET¡CTRO].,ITOS Y AGUA TRITIA}A,

(.r) v us prm,rxABrl,rrA¡¡s (p) pm¡' t¡
XN A.TONES PXR!'üIIDI'OS.

IIcLECLA¿ CONC.

( 
"t¡ 

)

nxI TT,UJO DE ENTRAI¿ P x 1O6
a

(p. mol es/cm'scg. ) (cr./seg)
N

I t?r' ¡

ú]Sa- 3

UNa-4

IIt{a-?

2 ,oo

2 rao

o, 86

17

1or5

18

1o r5
lor)
19

9

1B

17 ¡5

l¡5
515

4é
1'l ¡5
to
nc:
t r)

17 ¡5

5

3

1B

18

3

16

1() Á

9

17

1,04.1
or89 A
1 ,44 _._

noAf,", ' _:-

1r,6 L
0¡69 !
ot4, +

o:65:
orBS +

^ rA -"ra" -L

or43 +

ñ '¡O r", )-, :-
or93 +

0:67 !
orlT L

Q r66
a ,o2
or, Q6,

0t0J

o,oT

or03

oroJ
o:03
o, 02

o,o'1

orol
o ,01

or02
oro3

0,0.1

or19

or17

orlo
a r22

UNT}- Ulía-B

Ul?iil?- LAIa- 1 0 orTl

TIOUI6A Th-28

ITILEN 0rI0or.., E-18 1 t6A

ETILEN GI,ICOL X-21

1?,,4O + 0139

7 .60 + 0.19

11r88 + 0r2{
77 ,10 -F 1 ,iQ
i 4,00 + 0r34

lL, i\/ + Lrv)

0, )2 + O¡01

o¡44 + olol
0,l2 + 0¡03

0r4B + 0101

0r7B + 0103

0rBo + oro4

Or52 + oro4

O176 ! Oro4

O r)2 + O rOZ

O)t2 + 0101

0:47 + 0ro1

at42 ! OrOl

1rO1 + OraZ

Qr9, + otQ4

Q,rZ + QrOZ

1160 + 0r0zf

1r55 + OrO4

1¡36 + or02

4rot + oro5

7r7B + otz+

4t15 t arzQ

7 r44 + or15

12r'12 + O ,BO

6151 + ar16

1A166 + O396

B

o

1ó

q

4

1r:

i

iC,

17

r)

(

.r 
í_l

t_

11r4o

6 r6Q

5,80
1Tr1o

+

i-

+

t

9

3

3

6

6

I
5

,7

14

4

, al

T¡A 3.1 A I
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ET]J,¡]N CLICOL

NTTLEN GLICOL

T'TI'ÍN Gf,ICOL

(continuacl6n)

fl-22 2rOO

ENa-23 2¡55

Eña-24 2,65

1Brl1 !
9,45 +

1J 160 +

23r12 L
',2;14 !
20 rZQ +

18r94 !
11,O) +

9122 +

7¡69 !
17 ¡94 +

18rB7 r
11¡54 +
16e68 +

26r13 +

17r80 +

1!rB0 +

2grBO +

)116 + A¡44

4112 + Or2{

TrBO + O¡35

PeOl + Or\B

1100 + 0¡37

7 §4 a a,12
'l 11) ! a1l9

Q,1l ! o126

3r,XB + o¡14

2rgo + o106

6rBO ! 0r12

l7:0 ! 1t4
26,5 + O 15

32,1 t O,B

51¡6 ! 2,4

37 19 ! 1'6
29t3 ! 1¡7

4¿+r t L ¿t(

41 ,O + 2rO

]2¡O + 2rO

)610 + 2ro

üRE!;tl{O

umrf¡¡¡6

u3,IT.$¡O

lJt-15

rJr- I o

r:r- I t

o ¡11

o h47

o 
'75

16 t5
615

16 r5
18 15

615

16

17

6

5

3

17

17

4
17

19

10

l
17 ,5

19

5

16

o,88

or48

orTo

1 ,gg
o§4
\,tJl

o r49

or68

o, 39

a r17

or31

otTo

or2B

or4l
1¡14
a riS
1 11

1 ,5o

13
,14

10

2'
9

B

33

4
b

6

I

t)
1c

10

17

"i

7

4

TOLUIiNO T-47 0,0',1 2

AGIIA Er0-31

Aff'A EEÓ.35

AGT'A S!0.36

AGUA S[D-3?

1615 B0r9 + 3r8 1l

, 6319 ! or5 4

16 goro + OrT 4

17 14¡4 t 6tz 10

B 1915 J. Br1 9

4 4ürf ! 1ro 8

17 6o19 + 1¡0 3

1i 6) rJ + 2¡J 1l

10 49¡1 +125 4

{1¡.1-¡^6 D és 1a 
^^he;

Orrl + 0,O2

Or')Z + OrO2

or4J + or02

17_

6

5



EFECIO }E L1T TE}'{PNBATUEA SOBJ1N EI, F].,,ÜJO }5 NNTR.A.DA !E SOSIO

PEFIU},DINOS.

E}T 3]{ONT§

EXP. TNMPXTATUEA

( " c.)
FLUJO }N EIT!"ANA

( p. nol. e s/cn2seg. )

]i

UNa-l

T,rNa-4

UNa-?

iliSa-8

1]§a- 1 O

S§a-21

17

1Or5

17

IO

1a 15

1ó t5

18rO + 214
') ,4 /1 , L¿-+t\J a tr)

otr tr I ñL)r-t a \rv

2Ar1 + 2r.)

10.9 + 2.8

47 13 + 116

¿q ¿ . Qrirr+ Itu

13)3 + 1r0

17 r'l + ?.t9

21 ,B + 1rB

12r) + 1r4
11 ,2 + O17

'1 514 + 1r6

2)1E + Zrtl

1t?? . ar9

i2rB : 1ro

2'i )4 -._ ?- t4
14 ¡) + 2t1

2'l16 + ir)

'1 
1

12

4

16

B

4

'18

1l
B

10

12

13

7

10

10

3

19

9

18

17 s5

7,5

5s5

415

1'l t5

16

B

18 15

615

1ó

'1 1

8

6



fABtA { ( contbuación)

ENa-24 17

6

5

l
17

J!r1 + 1r2

18r'l + O24

15 11 + 116

lQrB + 016

l1 ,5 + 1,8

14

6

6

8

N cs el númerc de observaciones.

Los experinentos que figuran en 1a Tabla corresponden ¿ nediciones simul

teneas de sorlio y urea (tfNa) o de sodio y et11án álico1 (ENa).



trISCUSfOAl

Pa¡a discutlr 1os fesultados de efecto de temperetura sobre Los

coefícientes cie permoabilidad. medid.ose es conreltlent9 tener en cuenta,

1a va¡iaci6n d.e 1os coeficientes de d.j-fusión libres con J-a ternperatura
l,ongsworth (t954) aeterminó 1os coeficrentes d.e difusión de urea y agua

d.euterad.a, entre otras moleculas, a 5t 15 y 25 oC. Con 1os datos pre-
sentados por este autor, se traz6 una recta según mínimos cuad.rados, se

interpol6 el valor d.e coeficíente de difuaión corrospondiente a 1B oC

que oe consideró como |OGfi, y se d.ete:. min6 el coeficiente de difusión
xelativo a 5 oC que resultó scr el- mismo para arnbas no1 ec:u.l-as, 68 y'".

Si consideramos la fdrnula de !)instein para c1 coeficiente d.e dj-
fusi6n d.e una partícula en solución¡

r = kt/t
dondo k es la costante d.e Soltzmann, T 1a. temperatura absoluta y f el
coeficÍente friccional, que está dado por 1a ex¡rresi-dn:

f = 6f.1ro

(f1es fa viscosid.ad. d.el- agua y ro e1 Tadio hidrod Ínánico equivalente de

1a mo1eoula consi.derada), no cs sof'prendent e que encontremos que tanto
en o1 caso d.é lÉ, urea cono deL agu¿ e1 coeficiente de d.ifusión en solu-

ci6n caiga en igual magniti.ld en funci-ón de 1a temperatura, ya que en s(

Luciones suficientemente diluj.des la viscosldad del egua va¡ía ccn la
temperatura en forma independiente d.e la naturaLeza d.el soluto.

No fu6 posible encontrar datos experimentales ¡cf erentr;s a la
d.epend.encia t6rnica dc los coeficientcs d"e difusidn para el resto de 1,r.

no eloctrolitos, sin emba,rgo por un razonamÍento simíIar es posibi,e su-

ponor que todos ellos son afcctados por 1a temperatura en solución a-'

cuosa cn la misma forma que los d.e Ia urea y e1 ag:ra d.cuterada.

Con Ios resultad.os rnosfrados en 1a tabla I es posible compara.-.

eL efecto d.e 1a tcmperatura sobre los d.istintos no electrolitos en fun-"

c ión de su grad.o ri.e polarirlad. ?:ra expresar en forma cuantita,tiva cJ '

tos resultad.os, se proc crJ.ió a dotcrminar Los fLujos reliotívos a 5 oCr

tomanóo cono 1O$o e1 valo¡ obtenid.o á 16 oC. En e1 caso d.e1 agua tritr,,
¿a este cálculo se reallzd con Las p r:rrnsabílid.ad.e s. Los resultados
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# En e1 caso de1 so¿io figula en 1a tatLa el flujo relatlvo a !oC'
§o iomaron cqeto l\qo 1os valores de pormeabilidaá, d.e fLujos y de ooeficie-.-.

tes de difusi6n obteníd,os a 1Bo Cg

Los valores rolativos d.e los coeficiontos d.e d.ifusidn deL agua *ritlada )
d.e La urea se oalcularon d.e acuerd.o a los datos pu¡l,icados por f-,nngsworth

tl954], y Ios de1 sod-io con 1os datos presentad.os en el }ibro d.o EarIled y
owen (t950).



obtanid.os con este m6todo se resuaen en 1a tabla 5.
Se encue¡ntra una mi',rcad.a dif eronc i"9 en el compoltamiento de Ia§

d"istintas molécule,s. En efecto, eI tolueno es e1 menos afcctado por Ia
tenperatura ya que sófo dccae en un BB/,,, siguiondo en ord.en crociento
el uretano y e1 agua tritiad"a, pa"a terminar con 1a urea, f¿ tiourea y
el etil6n glicol quc se von afoctados en forma similar.

en su p?,so a tra,vés d.e l-e ¡;re¡rbre.na en forma similar a como 10 harían en

solución, err tanto quc e1 tolueno, 1a urea, }a tÍourea y eI eti,t6n gli-
col 1o h¿r{an cn fo}ma apr ec iabl erhent e d.if c}ente.

Es pcsible erplicar e1 comportamiento d.e1 tolucno suponiendo que

6ste penetra aI interior d.e Ia c6fula exclusivamente por zonas lipídic....
de la mcmbrana. La d,ifusión d.el toluono en I{pj.dos tendria un coefici,,'
te de temperr:tura monor que 1a difusión cn solución acuose, 1o que erpi
caría porque Ie ter¡pe"atur a. afecle t a.n poco la pcrneabilidad del to1uo,

Parr:. explicar Le, SrÍm d.üpcndcno ia tórmíca de 1os flujos d.e urea,

tiourca, y etilón glicol, que son ]os no electrolitos más polares de i'-.

serie estudii..da, podenos suponer o.ue Ia mernbran¿ tiene una estructu"a
de moseico, con zonas pu.ranente lipídi-cas y zonas de ca¡ácter polax que

tendría¡r agua asociada. Estas ú1tínas pod,rían consid.crarse como caaalc

acuosos d.e r¡n c¡,rácter muy cspccial, pucs sófo una fracclón del a€ua t(
tal contenida en eLlos estaría disponible coalo solvente para la difusiói
La entrada de solutos polaros dc bajo peso rnolecular como 1a urea, eI

otil6n g1ico1 y 1a tiourea se re¿Iiza¡ía por difusl6n a través de1 agui
disponibi-e como eolvente. .[l baja-r Ia temperatura se produc iria un au-

nento d.ol número d.e moleculas d.e agua ord-cnadae en torno a erupos poLa-

ros, 1o que traaría cono consecuencia rxra d.ismlnuc ión en e1 número d-e

no1ócuI¡.s disponitles parc. 1a difusión. Los flujos de sofutos polaros

a trav6s de fa nembrana serían entonces mrcho más afectados de 10 que

podría esperarse por slmple difusidn a través d.e agua 1íquid.a.
La molócu1a d.e agua si-n embargo, debÍdo a su pequcño tarnaño mo-

1ecu1ar, podría difundj-r tanto a través del agua lio.uida como d.e1 agua

estrucrurada, ya que se mueve por los insterticios de 1a estructura
cristalina tetrahedral que presonte"ría e} ;r.gua crg&lizada. Por esta



¡azón su paso por la
bajar 1a temperatura.

^l

¡osmbr¿rna no se vor{a afeatado en foxme especial 8,1

E1 urotano representaría un caso interrnedio,
saria a travé s de zonas 1ipídicas y otra a t¡avés
La membrana, con un resultado noto similar a1 que

eL uretano tlifundiera por agua Iib¡e.

en que una parte pa-

de zonas acuosas da -
so obtend¡ía gi tod.o

Se gúa este modelo de mosaico quo considera que s61o una fl'aceión
de 1a membrana, constituída por canales aouosos, está disponible para

Ia áifusión1 se tiene que la constante de permeabÍIi-d.ad P está dada por

la ecuao i ón ¡

p = rttf/ x
donde A ropresenta 1-a raz6n entro e1 area geomátrioa y e1 area efectiva.

¿]x eI espesor de 1a merr rana y D e1 .Jooficiente de difusión en soluciái'
acuosa"

Si se toma el valor deL coeficionte d.e d-ifusión de agua dsute¡ai;

a 1Bo C., d.ad.o por Longsworth (lg5ü, que es 1r!01 x 1O-5 .^2¡.ng, y o,

valor d.e po rme abi1j.d.ad. de1 agua d.euterada, que se §npone 1Qy'o mayor que t ,

d.e1 agtra tri.tiad.a y por J.o tanto igual a Or!1 x 1o-4c^2 /s.g. se obtiene.
I

una razón ae Af/ x de z[r8 cm-'. Este valor es del orden de 1os oncontr¿t-
a

d.os por VilLogas y Villegas (t960) para e1 agua, 5r3 cm-'r x Por tr'¡a¡kel,

hauser y Eod.gki.n para eI potasio, 41o cm-'. Si se calcula la misma razdr,

AfA x a 5,o 8.r tomando o1 valor d.e perrnoabii id.ad para é1 agua d.e
i-

016! x 1o-a cm/seg., ya aumentado en un 1{/" para corregir por 1a diferer.,
entro agua cleuterad.a y agr:a tritiada, y se divide por eI coeficiente d.e

difusi6n de1 agua deuterad.a e-Jo A., que so$in l,ongswortb es 1r2){ cnz¡s.

se oltiene un valor de 4r9 cm-1 , que no es esencialmente diferente aI va

1or obtenidc La 1Bo C. nsto indicaría que no habrla un t*'ambio sustancial
en el area de l-a memb¡ana d.i-sponible para 1a difusi6n dei- agua oon La tE:

peratura.
§i se haco al misno cáLculo para la urea a 18o C.¡ tomando para 1-

perneabilidad eL valor promodio que aparece en 1a tabla 2 de o r'16z10'6 cL

y se divide por el coeficiente d.o difusi6n d.e la urea d.ado por Longswor'-

(195ü' a l8o C. quo es '1 ,162x1o-5 cn/seg., se obtione un valor d.o A/4 x i
¡b .r

6r6x1O-"cm-', que es alrod"edor d"e 1OO vooes menor quo el valor oncontral
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para el água. Ssto lndicaría que la urea ve sólo un oentdsimo ¿e] ar€a

total disponible para la difusi6n de agua triti¿da. L'a raz6n AfA x a

!o Cr¡ tomand.o ran valor de'P para 1a urea de Or3!x10-ócrn/seg. y ce x
de O¡?9 

"r2 ¡uug. es {r{x10-2cm-1 , :"rrd.ioand.o que el. alea d.isponible a 1a

difusión de urea disminuye en un 3l%. )e aoucrdo a esta hipótesis, Ia
memblana expcrimentalfa un cambío estructuraL al bajar la tempo¡r¿tu¡e..

Pa¡a dar cuenta d.o estos hechos exporirnentales tambidn son posj--

bles otras explicaoiones. ?odría pensarse por ejemplo que 1os coefÍcien
tos d.e particidn aceite-agu.a varfan con 1a tcmporatura en forma propor-
cional a1 grado de polarid.ad., d.e forma que cuanto más po)"ar sea una Eo-
)-dcula, mayor sea La disminución d.eI coeficiente d.e particién aceite-a
6ua. Pa&bién pod.rÍa pensarso quo 1as energías de lnteraeción entre Los

solutos y e1 agua que serfa necesario vencer para pasar d,e u.na fase :.
acuosa a una fase 1ipídica, como en el caso clo 1a teorÍa de memb¡ana -.
propueÉto por Dani-e1,1i aumentaran a1 bajar la temperatura en fo¡rna ma-

yor para 1os solutos polares que para 1os nc polares. Estas rlos expli-
caciones, quo en el fondo gon una so1a, pod"rían d.a¡ cuenta de1 ofoato de

tomperatura suponiendo que 1a membrana es una barrera Lipídica uniforne.
y sin que sea necosario plantear cambios est¡ucturales d.e 1a memb¡ana -
misma con temperatura. Para poder elegir entre estas dos hipótesi-s sa n<:

cesita un nayor conocirniento d.o las soluciones acuosas de no oLootrolit¡s
y de proteínas, que hasta el úomento no ha sid.o aclarada aün por Los fí-
sio oqufmicos.

En e1 caso d.e1 ión sodio, la temperatura afecta los fluj:s en for-
ma mayon a 1a o speraC.a so si oonsióera que el sod.io pasa a trav6 s d.e la,
membrana por simple d.ifusión. Es posible que parte de1 efectc de 1a tom-
peratura se deba a 1a hiperioL arizac ión d"e Ia membrana, ya que según 1os

resultad.os obtenidos por Latorre (1g69) ,*" hlperpolari-zaci 6n d.e 1O mV

prod.uce una d"isminución de un jTf" en eL flujo d.e sodio. Sj-n ombargo, no

es posible extraer mayo¡es concLusiones sobre elefocto de La tomBeratu-
¡a en el caso d.e1 sod-io por trata¡se d-e una partícuIa cargad.a, on e1 sen

tldo do que 1a introducclón de un ió¡ en e1 agua provoca oambios en su

estructu¡a difíciles de analiza¡ en el caso del a$irr ligad.a a grupos po-

lare s.
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i¡. d.isninuciSn q:n c1 flujo de r;ntr:rda C¡ soriio :,r1 bajr:L' -l:" t.:irr-
i.c,ratu:::i poú:fr, r:xpl ica-r en partc c1 efectir 1i: i.a te rr¡i, rlr,tr tr¿l i;ub¡i: e.L

pi)tcnoi-:l- ii', i'.rposo, ya cuJ reprcsentarí.: 1xia ai:rr:inución ¿n 1¿r co.r.ri. n

ti: ,1.-. Í'r:¿: quc nlrnalmenie ennaso,-,1,r.1 ¿1 ¡;;.,1..cr¡'r',:i:1 d;l ¡:tenr:ir,1 ic rc-
p;r s j.



RESUMEN.

1.- se estudio et r'lujo 1, saliCa d- urc¿r C14., u.*"n.u gi6antcs d-
Iosidicus glgas medj-ante Ia tdonica C': raicroinyecc ión. Sc dctr:r

min6 le. ¡.:rm.atlliC'.d a 1s ur¿r rncdianti ;1 ..n'rl isis cinjtico d¿ 1¡,s

curvr.s ,1c sa.l-id.a, ,rncontrandr-l un valor d" 51 5l J 1, BO x 1O-7 cm/se g.

2.- Se deterni¡ó el efecio d.c k, bcrnpol'¿tura sobro ]-a salida de ure¡.
1nC'4, encontrand.o una d eperrdci:c ia linealr 41 var ia¡ 1a tomperatu.-

ra de 18 a 3o C. se produjo una disminucidn dc un BV/o en Ia sa11da de

urea.

3.- §e deterninaron 1os flujos c1e ent¡ada y las pormeabil idad.e s d-e

u"oa, tiourea, etfl6n gLicol, uletano, toLueno y agua tritíarl:,.
en axonos perfundidos intrac eluL ar¡¡ent e con fluoru"o de potasj-o 0rlllt
Se encontrd que 1as permesbi lid-ad.e s d.e los no olectroli'tos s:i.¡;u;n ei
ordcn d.e polaridad., con 1a excepción de 't1Ldu glloolJquc ... ,.tá.s pcr-
neable de Lo esperad.o por su coef i-ci"ento d.e partici6n acei.iie-agu¿.

4,- EI efecto d.e 1a temperatura sobre Ia entrada de

es d.epend.iento deJ. grado d.e polarided.. Los más

tempolatu¡a son uxea, tiou¡ea y eti16n g]icol, que Bon

l.itoe máe pol"aros d.o la gorj,e.

EL ofecto de la tenrperatura en c1 caso do estas
mayol aI espcrado por 1a variacidn do los coeficlentes
so1uci6n.

no ¿L.ictrcl it or,

af ectad"o s por -.

1os no eiectr¡

¡nol6cu-l as es

di¡ Cifueidn cn

,.- Se iltsrpretan ostos tesultados suponiend.o que 1a memhrana po-
soe poros acuosos a trav6s de los ouales pasan 1os no electro-

lltos poLares cLe bajo peso molecular como urea, tiou¡ea y eti16n gli-
co1. La eatru@tura de estoa poros serla d"ependiente cle 1a i, supe{g,tqfe o.¡i

6.?ea af eati.rÍa disponible para 1a difusidn d.isminuiría alred.edor de un

39 a} bajar 1a temperatura de 1B a 30 C.
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6.- !1 flujo de agud, tritiad.e a travás üo la manb¡an¡,r. s. vc a.f ec-
ta.lo ¡lo! 1a temperadr"ra oh 1¿ misrnr¡ fo¡na que lri Cifuelón en

soluci6n acuose. So explica cste hecho sr,rpcniúñdo que c1 ag:ra paaa

por 1oe nisrnos porus .1ctlogos postul;;:!.,,., -:,li:ril loii no eloct.ro:l-Itos, !6-
!o qu.: poa sU pequcño i¡.m¿..ñc :¡r¡1 ic'.llar n5 dr-;t e r.;tar le, Ios camlios es-
t::uctuli,l-es induc j-Llo s i: o:r i.,,. t r,:rr¡rcr:1turn --jir. eI dií..netro do 1oo polcs"

7,- Se esturlid e1 fh:jo J.¡. crnt::ar.l.;: ,'r,. sc,rLio s j.rmtLta,noa¡nehte con -
1os d.e urea y ei;iJ-6n g1'rcor e,: axonc s perftlnd"idos. §e d.et e¡¡UL

nd ütr va'lof de flujo lromedio da 22rB;! 6¡? p.molouf"^zrog,
El flujo d.e Eodio 06 tambi6n afeotad.o por la tonperatura on -

forna. nayor a 10 eaperad.o por su cooficiento d6 dlfusi.dn en so1uc16n

écüo 94¡



IIBI, l0GBi!IT.'.

1"- Bakcr, P.F., ¿¡ L. Hodgkin y Í.I. Shaw, llature -l9o-z 38), ("t¡(''t)

2.* 3a,]torr ?.¡'", ,,',..1. ilodgkin :r t.i ' r.1' r'r. "I, -'l:ysio7, 164t 3\i, ( 1962)

i 4 ")

-i.- Bern:rí, .1 ,X. 1.r .i'it. lr;'¡¡i¡r- I ' i,:rii.l :'1:,'';r. ,1-; 5ii, ( 1i t'-")

,'1 .- llrrdyr 1l.O'? .,p jrr]').po,rl,,s i.] .,' . '¡ - --; r,-!:.i 'f ," ;-r:'. ''r."I'hysiol ' 'O l" ?:C)

1. 195E)

].- Cr11:rtr ;. ( . --. r.r ,r, '- .r | .' I . 'r:.,..- : )

6.- Co11ai:tlcz, it. Physiol" P1-,.nt" -i: 3t'', ii.r.'i!)

?.- Co11a.n,lcr, R. ?1,;,r siol,. Pient. 7: lrZD ) (1914)

B.- Ialtcn, J.(i . ;¡ ).J. E.nd"Ii;: Án. ,J . Physiot, !i. i'!" ', i. 
"''i'''::':

9.- lavson, H., r'' Te:"-tbook of General Pliy;iology, Littl"- r:r'1)1'-: ¡'r'
}oston USri., 3a. edición, Cap. t t 1..1)ú,+')

10"- }avson, H. y J. ll''ni-¡:lii cn PL)rIi''-'r i r!'t;r of liatur¿Ll ': '- '''
'bri 1.gc !-niwersity- ?Icssr Ll anr¡¡ i.i::'.: -,rr','i ',:-rr.. )'. ':'''ri 

I r:' '''1

11.- F¡,:rnan,le z lior lr:., ll., T. !i1-, I ', !.1 :rj'.: ;' ir i¡, 1lr'1 . ':¡11 ' ] '

?2, 63, (1rái.)

12.- Frank, Ii.ii. .i li"lf. I'¡iir,;., J. i i'.Luin" Iir¡r" l: ,rOi, i- '

13,- yrndi, H.ii. -"- }i. 1,,1e'n, )i-qc" i-'arai3'y Soc. Z: i3'f, (1'l:rl)

14.- I::ark..nhaú.; ser, 3. y ;1.1. Hod;iki¡i, J. ?hysi-o1 . 'l 31s J1i1 7 i.'t'.';'')

1).- i'rct', B': ' y F'' ' Scl-:'itt, Pric" i,' r1' ¡:'c:'rd ' Sci' :I':'" '' '-..'. 

" 
I

11t54)

i6.- Ocrter, E. y F. Grcnc1e1, J. Er¡' :iril. ili 3 ¿l>rt (1r'':lli)

1? .- Guttnan, Il., J. Gen. Ptiysio i " !+','-! "t CC7 , (,i')é)(i)

18.- i{arncd, i{.3. y 3.!. Owcr. Physica" Chtrnir't:." o:' Fi '::; -ytra^Sc L ''"
Reinhoid Ii.:.ol ishir:g Corporati-on, i{ei"r Ycrk, 2a. edici¡inr r' 19)uJ

19.* Uarrls, E.J. Íra.nsport and. S.ccumulat j.on in Siological -Slrstenst ,&itc'
;""i¡ §" i""i i3ic a]ti'cations, london, Englan¿, 2a" cdici6nt (196('l

20.- Ilasselbacb, If" Eederatíon Proc. A. 9O9, (1964j



-1r-

21.- Ebber, R.J. ce11^ comp" Physior " -Lz 367, (1936)

22.- HodEdcin, .il.L. / B. Katz. J. Physior. -1-O9: i'JC, i1 ; i

2J.- Bof fn:.nn. I. -i::cL.'ti n:t-'

. .* .. . z ilt, (t..,

?J.- iialuhrl r'k. . .,t '.. : '' : .. '.r' ';: j-c ii in
Siophysic 's' lj,ri'¡r.' t r--r ! r'rs--i, r -'r"r' rj' rirr' "'' 

I . i6:i)

26.- Ko-f - . ' 
'- '' :.1'

..2.- La_torr:, .... .a: '". .: i )1ci1.,. '.:, .

Chi1c, ( 19¿;)

28.- J,ehr.in¿er, -!.!" ''r Th¿ l{i.tccl'i(rrL 'Lrr-i.Cl1i 1d..1'. 3enianii: iir; ' 1í¡"¡¡ ''
1)No-. J.:..-", I I

.').- Lini, ü.N. -. Pby. -cai fLccr;' of i .in5:iat:" :

-'c., 1Ít,w Yci'k, iI . {. L', io--., \ 1)A '

10.- Lonéisl*ortli, i,.G. i l'h';' Cir,.:'r 
" 

i-' 'i : i 
'ta1))

31.- N6mt:thy, G" y Ii''r'" ñc¡.:i.,-.':, , ' 'i ''r'.'-- -.11i

i2.- Cikarrra, f ., i. ":. .,3cvlt¡:,:'..icgI -i . r;.r;'-.::::i- ;r 'r'' ';i''rr;1" '': il' I'ii;'r' i

Scaxrd. 2Z t i,' :', i :!.,¡; l)

33r- lappcnheim;::, ;.il.e .0" f,i. iienlci;L ¡y l,,ir. Borrero, .lim. ''' t:;:-'''..
16?r sl l, ( 1>i,)

-J4.- Iiobe¡tson, j.l" J. Phy;io1. | 4r-z ,",. (1)',1 )

iI,- ,!.ot,ert son, J.X. ?rc3-r. Bioph¡:, . ,r3, (i960)

17.- Sonft, J.P., i. Gen. Physiol t::\- '!:'r1 t.i-l )

36.- §traub, F.B. licta Physiol llrll,- ---' 
.;¡,r¡r'1 

)

J9.- Vlltegast ü ;ti"q J. Ult:'.,,' r; ', ", ,l',' I'.: " .

40!- VilIegas¡ t. y -!.',V, i-r:In:-.i'., . il ,':r'' i'r'';.r;il ' : '.,.),' 't rrr' i

J'!.- úi]lcgas, R., f . Iruz: ,l y G.i,. Vi11'.-r?i' '". n, ' t.':l i -r --..s 'í,oáAl

,12.- Villegas, ii. y 0.M. Vi1legas, J. Gcn. !h/sj-ol., §, li¡ !, sr-rpir'l
,'¡oAn\


