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El efocto de la tomperatura sobre el potencial de reposo
ha sido objeto de numerosas investigaciones en diversas preparacio-
nes biolégicas. En el caso particular de la fibra ncrviosa los prin-
cipales aportos se deben a Hodgkin y Katz ( 1949 ), Dalton y Hendrix
(1962), Guttman ( 1966 ) y senft ( 1967 ).

Al estudiar el ofecto de la tomperatura sobre el potencial

de reposo cn axones glgantes de la Jjibia Dosicus gigas, Latorre (1969)

encontrdé un resultado incsperado. En ofecto, al subir la tomperatura
del medio de 3 a 18 °C, el potencial de reposo disminuyd ceorca de 10
mV en valor abscluto. Estc rosultado discrepa con los descritos ante—

riormente en axones gigantes de Loligo forbesi, er los cuales el po =

tencial de reposo permanece constante en eoste rango de temperatura,
Hodgkin y Katz ( 1949 ), y con los datos obtenidos en axones de lan -
gosta, en los que.de acucrdo a los experimentos realizados por Dalton

y Hendriz ( 1962 ) en Homarus americanus se encontrd que el potencial

de reposo aumentaba en 10 mV cuando se subia la temperatura del medio
de 2 a 16 °C,

Para tratar de explicar este fenbmeno se siguieron dos ca-
minos diferentes. Por una parte Latorre ( 1969 ) se dedicd a investi-
gar el efecto del potencial aplicado a través de la membrana axonal
sobre los flujos de particulas hacia el interior de la célula, con la
hipdtesis de que la hiperpolarizacibn provocada por la baja tempera -
tura podrfa alterar la permeabilidad de la membrana. En este trabajo,
por otra parte, se estudia el efecto de la temperatura sobre los flu-
jos de diferentes tipos de particulas. Se eligid con este objeto una
serie de noelectrolitos de diferentes grados de polaridad y una par -

ticula cargada, el ién sodio.

La hipdtesis que determind estos experimentos consiste fun=-
dameatalmente en suponer que la temperatura baja altera la estructura

de la membrana celular, organizfndola en cl sentido de hacerla presen-



tar una barrers mayor a la difusidn de sustancias dentro y fuera

de las cdlulas. Si esta hipbtesis fuers vdlida, deberia detectar-
se un cambio significativo de los flujos de particulas a través de
e¢lla a' variar la temperatura. Una disminucidn no sspeciticea de

las permeabilidades dc diferentes sustancias a través de la membra-
na podria dar cuenta de los resultados obtenidos en potencial de
reposo, ya que seria posible postular entonces que a temperaturas

wkmente enmascaran el valor

=
{
)
<

bajas lasg corrientes de Ffuza,

real del potencial de reposo, se verian notablemente disminuidas.



REVISION BIBLIOGRAFICA,

La tésis mds aceptada actualmente sostiene que la membrana celu-
lar constituye la barrera primaria al paso de sustancias dentré ¥ fuera
de la célula, Harris (1950). Los defensores de esta tesis consideran
que el inferior de la célula consiste en uno o mas compartimentos rela-
tivamente uniformes que contienen iones, pequefias moléculas orgdnicas y
macromoléculas. La gran masa del agua y de los cationes monovalentes -
dentro de la célula se supone esencialmente en el mismo estado que en
el exterior de ella, y =élo una requefia fraccidn de ellos estaria liga—
da a componentes estructuralec, EFl agua ligada tendria una estructura -
particular, diferente al agua libre y por lo tanto, no estaria disponi-
ble como solvente, Las macromoléculas intracelulares no difusibles po —
seerian sitios potencialmente capaces de ligar solutos permeables, ya -
sea por fuerzas electrostditicas, formacidn de enlaces de hidrdgeno u o-
tros tipos de enlaces, en forma esencialmonte no selectiva.

Se supone entonces que los sitios que dan cusnta de la selectivi
dad del transporte de moléculas dentro y fuera de las células estén lo-
calizados exclusivamente en la membrana celular.

Dos tipos principales de procesos de transporte diferenciables -
termodinamicamente estarian presentes en la membrana, transporte activo
y transporte pasive. El transporte active, a diferencia del pasivo, se
realiza en contra de una gradiente termodindmica de potenciale. Se supo
ne que el flujo a través de la membrana de solutos especificos a favor
de una gradiente se realiza a través de poros o canales presentes en e.
lla, que poseen sitios selectivos con capacidad de ligar particulas,
Leos procesos pasivos de este tipo no requieren el acoplamienio obligado
del metabolismo celular, sin embargo e¢s posible que se requiera la ener
gi{a metabdlica para mantencer la membrana, o mds precisamente los poros,
en un estado adecuado para el flujo selectivo de ®Bolutos.

La acumulacidn selectiva de sustancias dentro de la célula repre
sents un flujo de solutos a través de la membrana en contra de una gra-
diente. Los procesos activos de este tipo se atribuyen a bombas depen-

dientes de la energia metabdlica presentes en la membrana. En general
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estas bombas represontan mecanismos especializados de transduccidn de
cnergia metabdlica en trabajo osmético, con componentes de reacciones
energéticas y sitios de 1igazén selectivos arreglados espacialmerte —
de tal manera que la translocacidn direcccional de un soluto especifi-
co a travds de la membrana ocurra contra una gradiente termodinamica
aparente.

La tcoria opuesta a esta postula gque el agua, los iones y las
macromoléculas dentro de la célula constituyen un sistema altamente or
ganizado, de tal manera que varios tipos de sitios fijos dentro del -
sistema estin disponibles para interantuar especificamente con cilertos
solutos y no con otros, Ling (1962)., Fste sistema intracelular seria
responsable de la selectlvidad idnica y de las propiedades de excitabi
lidad.,

La existencia de una bomba metabdlica para sodio y potasio en -~
los fantasmas de eritrocitos de gldbulos rojos descrita primero por -
Straub (1954) y analizada luego por Hoffman (1962) y el hecho que las
preparaciones de fibras nerviosas gigantes en perfusién intracelular ,
en que se ha reemplazado la grsm masa de axoplasma por soluclones acug
gsas de electrolitos, presenten potenciales de reposo ¥y accidén (Baker et
al, 1961, Oikawa et al, 1961) parecen.demostrar que la membrana celular
es efectivamente la responsable d¢ los procesos de transporte y excita-
bilidad.

No debe olvidarse, sin embargo, la imporiancia de las membranas
presentes en el interior de la célula en ciertos procesos de transporte
como la captacidn de calcic en el sistema sarcotubular descrita por -
Hasselbach (1964) y la translocacidn direccional de cationes monovalen-
tes en mitocondrias (Lehninger, 1964, Fernandez Mordn et al, 1964). Es-
tos hechos han conducido a suponer que los sistemas celulares de membra
nas,; ya sean inteiiores a la célula o superficiales poseen organizacio-
nes macromoleculares especializadas en la conversidn de energia metabo-
lica en trabajo osmbtico.

Naturaleza de la membrana celular.

La microscopia electrinica ha revelado que las células animales

y vegetales generalmente exhiben ademds de la membrana celular propia~
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mente tal, una profusion de sistemas meabranosos en su interior, Pala-
de (1964).

La membrana plasmitica que era invisible con el microscopio de
luz se reveld con la microscopia electrdnica. FEn preparaciones fijadas
con permanganato de potasio., Robertson (1957) observd que la membrana
aparecia como un sistema trilaminar, compuesto por dos bandaas densas
separadas por otra menos densa, 1as tres del mismo espesor, Con Un an.
cho total de 75 i. Se ha cbservado que la mayoria de los sistemas men
branosos de la célula presenian esta estructura trilaminar, lo gque ha
conducido a la teoria de la membrana mmnitaria propuesta por Robertson
(1959, 1962, 1964) quien sostiene que la membrana celular esta formada
por dos monocapas de lipidos comprendidas entre dos capas de material
no lipidico, presumiblemente proteinas con una organizacidn asimétrica.

Los estudios cldsicos de Overton a fines del siglo pasado en cé-
lulas vegetales (Davson 1964) demostiaron que la velocidad de penetra -
cidn de una sustancia a través de la célula estd determinada en gran -
proporcidén por su solubilidad en lipidos, lo que se expresa en forma -
cuantitativa por el coeficiente de particidn aceite-agua. Las molécu-~
las tales como los &teres, las acetonas y los aldchidos penetran muy rd
pidamente, mientras que las mis solubles en agua como el glicerol, el -
etilénm glicol y el eritritol lo hacen mids lentamente. Sin embargo, los
esfuerzos para establecer un paralelismo exacto entre solubilidad en li
pidos y velocidad de penetracidn fuercn infructuocsosg

Estos experimentos dieron el primer indicio de¢ gque la membrana ce
lular era de naturaleza lipidica. ,

Junto con estos experimentos de penetracidn de no electrolitos -
dentro de la célula, Gorter y Grendel en 1925 Licieron otro tipo de ex-
perimento de gran importancia en 1a elucidacidn de la naturaleza de la
membrana, BExtrajevron los lipidos de gldébulos rojos con acetona y deter-
minaron con una balanza de Langmuir que el area que ocupaba una capa mo
nomolecular compacta de lipidos cera igual al doble del area celular,con
cluyendo asi que los lipidos de la msmbrana estén ordenados en una capa
bimolecular,

Los experimentos de Collander (1947,1949,1954) en células de Lha-

ra ceratophylla y de Nitella flexilis et los cuales estudil permeabili-

dad de no slectrolitos on funcidn de coeficiente de particidn v tamzbo



Una de las primeras teorias en cuanto a estructura de la membra-
na s2 debe a Hober (1936) gquien supuso que la membrana podria considerar
se como un mosaico de regiones de tipo lipidico con regiones porosas,pre
sumiblemente rroteinas en forma de red. Opuesto a este punto de vista es’
td el enfoque de Davson y Danielli (1952) gue consideran a la membrana
como una barrera lipidica continua., Soglin esta teoria la velocidad de -
penetracidn de moléculas a través de la membrana estd determinada por la
energla necesaria para pasar de la fase acuosa extracelular a la fase 4 7
pldica de la membrana. Las sustancias con grupos polares penetrarian -
méds lentamente que las con grupos no rolarss,

Para explicar la importancia del tamafio molecular, Danielli supone
que el material lipidico no es uniforme, presentando zonas de diferente
densidad, de tal manera que las moléculas mids pequefias pasarfan a travds
de estas regiones mias ripidamente que las grandes,

Bn el caso particular del axdén gigante, los principales estudios
sobre la estructura de la membrana celular al microscopio electrdnico se
deben al grupo de Villegas et al, que han estudiado sistemdticamente 1.
estructura de las fibras nerviosas de la jibia Doryteuthis plei. Ville-
gas y Villegas (1960) describieron la estructura de la preparacidn de. -
axon gigante, que consiste en ¢l axdn propiamente tal, limitado por la
membrana axonal de aproximadamente 80 g de espesor, rodeada por células
de Schwann, Las células de Schwenn estarfan a 80 A de distancia del a%0-
lema, tendrian un espesor minimo de 0,1 a 0,2 u en los extremos, y un es
pesor maximo de 0,8 a 0,9 u en la regidn del ndcleo., Existirian canales
tortuosocs de 60 E de didmetro limitados por las membranas de las células
de Schwann que comunicarian el axolema con sl exterior, De acuerdo con
este modelo, Villegas et al concluyen que la principal barrera a la difu-
sidén dentro y fuera del axoplasma la constituye la membrana celular,

Tanto las membranas de las células de Schwann como la membrana —
del axOn aparecen al microscopio electrdnico como estructuras trilamina~
res con dos zonas densas y una clara entre ellas,.

Gs Villegas (1969) ha realizad)y el estudio al microscopio electré

nico del axdén gigante de la jibia chilena Dasidicus gigas, encontrando

e

>
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bésicamente la misma estructura descrita en los axones gigantes de Dory~

teuthis plei, con la difercncia de que los canales que cruzan las células

de Schwann son mas tortuosos y que 61 ancho de estas, 1,5 a 6 u, es mayor
que el de las células de Schwamn de los axones de Loryteuthis.

Esta misma estructura ha sido descrita en el caso de la jibia Loli-
go forbessi por Baker et al (1962) y de Loligo pealii por Geren y Schmidt
(1954)

Segin Villegas y Barnola (1961), el modelo estructural de las barre:
ras difusivas en axdn gigante indica que los solutos y el agua llegan al
axolema a través de los canzles que recorren la célula de Schwann, y pa-
gan a través de ella por poros presentes en la membrana. Determinaron la
constante de permeabilidad para el agua a través del axolama midiendo -
flujos de agua tritiada, y encontraron un valor de 1,42 + 0,39 x ‘IO_4
cm/seg. A partir de este valor de permeabilidad para el agua,; suponiendo
que esta se mueva a travée de la membrana por canales acuosos (Franken -
hauser y Hodgkin, 1956) determinaron lz razdn entre el area disponible
para la difusidn y el espesor de la membrana A/;;X, encontrando un valor
de 5,3, que es mayor al valor de 4,0 descrito por Frankenhauser y Hodgkin
(1956) para el potasio.

Ademéds de determinar la permeabilidad al agua por métodos radiocac-
tives, Villegas y Villegas (1960) egtudiaron el coeficiente de filtracién
del agua estudiando los flujos obtenidos al aplicar una gradiente osmdti-
ca, obteniendo un coeficiente de permeabilidad de filtracidn. Segin Koe-
foed-Johnsen y Ussing (1953) las diferencias entre las permeabilidades ob
tenidas por difusidn y por métodos osmdéticos indicarian la presencia de -
poros llenos de agua en la membrana celular. En el caso del axdn Doryteu-
this plei estas dos permeabilidades difieren en un orden de magnitud,sien-
do menor la permeabilidad difusional que la osmética. Segun Pappenheimer
et al (1951) la razdn entre estas dos permeabilidades podria dar una esti-
macién del radio de poro de la membrana, que en este caso tendria un valor
1imite miximo de 8,5 i, y minimo de 1,5 E, que es el valor del radio de u-
na molécula de agua.

Posteriormente, Villegas y Barnola (1961) determinaron en axdn gigan



te deo Doryteuthis, la permeabilidad de la membrana a una serie de no
clectrolitos, oxpresdndola ¢n términos del coeficiente de reflexidnd
desarrollado por Staverman en 1951 para membranas porosas (Katchalsky
y Curran, 196%)

Segin Staverman, el coeficiente de reflexidn es cero para el
agua y uno para #na molécula totalmente impermeable, las moldculas -
que pasan a través de la membrana con mayor dificultad que el agua 3
tienen valores ded entre Oy 1. De los wvalcres de  obtenidos para
los no electrolitos obtienen un radio equivalente de poro de 4,25 K .

Villegas et al ( 1968) confirmaron posteriormente este valor
usando un nimero mayor de no electrolitos.,

Wright y Dirwond (1969 a) determinaron los coeficicntes de re-
flexidn para 206 no clectrolitos mediante mediciones de potenciales
de flujo en vesicula biliar. ZEncontraron que en genoral O disminuia

de 1 a O cuando aumentaba el coeficiente de particidn aceite-agua.

Sin embargo, las moléculas con muchas ramificaciones tenian ung— ma-

yor a lo esperado por sus coeficicntes de particidn, indicando una -
anisotropia de los lipidos de la mombrana en tanto que las moldculas

pequefias tenian &

menores de los esperados por sus coeficientes de par
ticidn, indicando que penetran por regiones de la membrana con alta den
sidad de grupos polares, asociados con moléculas de aguae

Segin Wright y Diamond (1969 b), la temperatura afecta mis los
coeficientes de reflexidn de los no electrolitos con & mayores y por lo
tanto mis permeables, que los 0 de los no electrolitos mids polares y me
nos permeables,

Pn general postulan que la membranz podria ser un moseico de zo-
nas no polares formadas por lipidos y de zonas polares con agua incorpo
rada a través de las cuales pasarian solutos polares de PM inferior a
70-80. Pasado este limite de tamafio, la entrada de los solutos polares
cstarfa condicionada por su cceficisnte de particidn aceite-agua.

Maunas consideracioneg sobre la estructura del agua.

Si se supone que la membrana celular presenta zonas polares con

moléculas de agua organizadas en torno a ellas, es interesante revisar
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la estructura del agua tanto en estado liguido como en hidratos cris-
talinos o en el interior de moléculas de proteina. Segin Némethy ¥

Scheraga (1962) el agua liquida presenta estructuras cristalinas %ipe

. - Y . I
hielo, formadas por moléculag de agua con distintos numeros de enlacs:

5

de hidrdgeno, de 1 a 4, coexistentes con moléculas de agua libre, HI
nimero de moléculas de agua que forman estas estructuras es funciodn ¢
la temperatura, sicendo menos su tamafic a mayor temperatura. Este mcic
lo fué primero pcctulado por Bernal y Fowler (1933) v modificade lusgzc
por Frank y Wen (1957) quiencs supusieron que estos conglomerados de

moléculas de agua se¢ formaban y s¢ deshazfan a gran velocidad.

)
La interaccidn de no electrolitos con esta estructura ha sidc

analizada en el caso de solutos no polares por Frank y Evans (1945)
quienes demostraron que la introduccidn de un soluto no polar en agur
provocaba una disminucidn de entropia. Estos autores explicaron este
hecho suponiendo que como las fuerzas de interaccidn entre agua y soli
to no polar son menores que catre agua y agua, s posible suponer que
agua se ordena on torno a la molécula no polar.

Los solutos polares por otra parte, interactuarian con la esi us
tura del agua segin su capacidad de formar enlaces hidrdgeiios

S8i se supone (Horowitz y Fenichel, 1965) que el agua presgents e
la membrana celular puede interactuar con grupos polares, tsles como La
que se encuentran en las proteinas, se tendria que el agua en torno =
ellos estaria cruistalizada en forma diferente al agua liquida, y con us
estabilidad mucho mayor conferida por €l tamafio de la molécula ordenacl.
ra. Esta estructura se verla grandemente afectada por la temperatura .
que condicionaria el numero de moléculas de agua gue forman la capa Cr:i-
talina en torno al grupo polar,

La difusidén de una particula a través de canales acuosos sS¢ veri:
entonces cordicionada por su tamafioc molecular, explicandec asi el fendme
no descrito en numercsas preparaciones de que los solutos polares peque
penetran mas rapidamente dentro de la célula que lo esperado por su coe
ficiente de particidn aceite-agua., Las particulas muy pequefias podris.:
moverse a través de los irlsrmticios de esta estructura cristalina, en
tanto que las mis grandes tendrian que hacerlo por el agua liquida dis

P R o
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Todos los experimentos se realizaron en axones gigantes,

de 800 a 1100 u de didmetroyprovenientes de la jibia chilena Do =~
sidicus gizas.

Les jibias se capturaron generalmente a 8 - 10 Km. de la
costa, se decapitaron inmediatamente y los mantos que contienen
los paqueter de axones gigantes se lavaron cuidadosamente y se
transportaron en agua de mar con hielo al laboratorios El tiempo
promediec transcurrido desde el momento de la captura de las ji -
bias hasta su llegada a la playa fue siempre inferior a 3 horas,
generalmente una hora y media o dose Se procedid a aislar los
axones gigantes en el momento mismo en gue los mantos llegaron
al laboratorio.- Para &sto se extrajeron primero del manto los
paquetes de fibras (diseccidn gruesa) y &stos se disecaron pos-
teriormente on agua de mar artificial frias bajo iluminacidén de
campo oscuro (diseccidn fina). Se obtienen en promedio de 4 a 8
axones de 5 - 6 cm. de largo por jibia. Debido a que los axones
que se han mantenido aislados en frio por mfds de 12 horas pre -
sentan cambios en sus propiedades fisioldgicas, por lo menos en
cuanto a lo que se refiere a efectos de temperatura, todos los
experimentos se realizaron con axones de menos de 12 horas, con-

sideradas éstas desde el momento de la captura de la jibia.

Téenica de micro-inyeccidén:

'

Se siguid bésicamente la técnica des-—
crita por Brady et al (1958) introducicndo algunas undificeciones es

pecialmente en lo que concierne al registro interno de potencial,

Una vez aislada y cuidadosamente des -
pojada del médximo posible de tejido conectivo, se montd la fibra
nerviosa, con los dos extremos atados con hilos de seda, en una
cédmara de lucita de 2,56 cm. de ancho. La fibra descansaba hori-
zontalmente sobre la base de la cémara y estaba completamente
sumergida en un vollmen de aproximadamente 1 ml de agua de mar

artificial, Los extremos de la fibra reposaban sobre soportes de
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lucita de la misma altura que la cémara, separados de &sta
por unza distancia de 1 em. El largo total de axdén en senti-

do horizontal era entonces de aproximadamente 4,5 cm.

A través de un extremo de la fibra se intro-
dujo, por un corte practicado bajo microscopio, una pipeta
de aproximadamente 400 u de difmetro hasta alcanzar una dis-
tancia de 0,4 cm. medidos desde el borde del soporte. Esta
pipeta estaba perfectamente alineada con respecto a la fibra
¥ a la clmara en sentido horizontal, con el objeto de faci-
litar la introduccidn del electrodo interno dentro del axdn.
En efecto el electrodo interno debido a su pequefio didmetro,
80 a 100 u, tiene gran flexibilidad y es por esta razdn que
es necesario guiarlo haoiéndmlﬁpasar por dentro de una pipe-

ta rigida.

Bl electrodo interno se hi%o avanzar hasta
alcanzar el primer tercio de axdn dentro de la cémara. Ter-
minada esta etapa, se procedid a registrar el potencial de
accidn y de reposo. Si a temperatura ambiente la fibra no
presentaba potenciales de accidn y de reposo superiores a
90 mV y 45 mV respectivamente, se descartaba el axbn y se
iniciaba un nuevo experimento. En todos los experimentos de
microinyeccidn se usd electrodos de calomel como electrodos

de registro de potencial.

Una vez establecido si la fibra estaba en
buenas condiciones fisiolégicas se cortd e) axdén eobre el
otro soporte y se introdujo mediante un mieromanipulador
una pipeta de vidrio de alrededor de 150 u de difizetro lla—
na con solucidn radiactiva que se deseaba inyewtar en el
interior del axén, hasta recorrer con ella toda la zona de
axén comprendida en la cédmara cuidando de no tocar el elec-
trodo interno. Luego se retird lentamente la pipeta inyec—

tando al mismo tiempo la solucidn radiactiva, por presién,
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hasta completar un veoldmen de 1 - 1,5 u litros.

La micropipeta se calibrd pesando el voldéimen
de liquido que es capaz de contener en la zona de 150 u de

didmetro.

Finalizada esta operacidn y una vez retira-
da la pipeta del axdn se conti1old el potencial de reposo y de
aceibn, recolectando simulténecamente cada 5 o 10 min. mues —
tras del agua de mar exterior. El liquidc asi obtenido se ver=-
ti8 directamente en planchetas secas rara determinar su radiac-
tividad posteriormente. Durante todo el experimento se controld

la excitabilidad de la fibra.

Se bajd la temperatura del agua de mar que
rodeaba el axdn haciendo circular bajo la cdmara una solucidn
de glicerina al 20% en agua destilada, que se enfrid sumer -

giende en ella un dedo frios

La pared de plidstico que separaba ambas solu-
ciones tenfa un espesor de 1 mms, lo que permitfa un eficaz
enfriamiento del agua de mar. La temperatura del lfquido en la
cdmara se controld cada minuto por medio de un termlmetro ca -
librado sumergido en la solucidn. Cada vez que se bajd la tem—
peratura del medio, se recmplazd la solucién recogida en cada

muestra por agua de mar fria.

Técnica de perfusidn.

La técnica que se describe a continuacidn es
una modificacién de la técnica descrita por Oikawa et al(1961).
Se ocupd la misma cémara de lucita descrita en los experimentos
de microinyeccidn, y se mont8 ¢l axdn en ella en la forma ilus-
trada esquemfticamente en la Figura 1. 4 través de un extremo
de la fibra se introdujo lentamente una pipeta de vidrio de

600 a2 650 u de didmetro, succionando axoplasme cuidadosamente
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El esquema representa una vista lateral ¥ una superior del sistema

. & . ., o - . -
usado para la perfusién intracelular, La solucidn intorna se introdujo -

al axén mediante una love presidn producida por una columna de agNa.

L .
Para mas detalles en cuanto al método seguido ver texto.
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mediante un tubo de pldstico conectado a la parte posterior de

la pipeta para evitar estiramientos de la membrana.

Se prosiguid la introduccidn de esta pipeta,
que se conoce con el nombre de pipeta de succidn, hasta re~-
correr toda la zona de axbn sumergida en el agua de mar de la
cémara. Terminada esta etapa, se introdujo por el otro extremo
de la fibra una pipeta de 300 a 350 u de didmetro, conocida
como pipeta de infusidn, hasta recorrer dos centimetros por el
interior de la pipeta de succidn. La pipeta de infusidn estaba
conectada al reservorio que contenia la solucidn de perfusiﬁn
mediante un tubo pldstico. Al terminar la introduccidn de la
pipeta de infusidn dentro de la de succidn, se dejd circular
la solucidn de perfusidn a través de ellas para remover to -
dos los posibles restos de axoplasma de su interior. Se retird
luego la pipeta de infusidn, siempre circulando solucidn de
perfusidn, hasta alcanzar el extremo de la cfimara correspon -
diente, y s8lo entonces se retird la pipeta de succibn hasta
el otro extremo de la céAmara, removiendo el tubo de polieti -
leno conectado a su parte posterior. Al seguir este procedi -
miento queda bajo perfusidn toda la zona de axén comprendida
entre los dos extremos de la cédmara. Para establecer el regis-
tro de potencial intracelular, se introdujo el electrodo in -
terno a través del extremo libre de la pipeta de succidn hasta

alcanzar el centro de la cAmara.

Los flujos de entrada se determinaron prepa -
rando una sclucidn de agua de mar artificial con un isétopo
radioactivo de la molécula cuyo flujo se deseaba medir. Se
reemplazd el agua de mar que bafiaba el axdn por esta solucidn
¥y se colectaron gotas de la solucibn de perfusidn que fluia
por la pipeta de succidn directamente en frascos de conteo
para ser analizadas posteriormente en un contador de cente -

lleo 1iquido.
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intreducindolo en un tubo de vidrio que so llend posteriormente

5

con KC1 0,6 M.,y concotando este tubo con la pipeta o travie d
un puente de KC1.

ba= Hloctrodo Externo: fundamentalmente os un eloctroedo corricnte
de calomel o plata-clorurc do plata, al gue sc le ha adaptado un
tubo de vidrio de punta fina lleho con agar al 2% en agua de mar,
pora sumergirle en el agus de mar extericnri

c.~ Circuito de Registro: En todos los experimentos &8s conecid el
electrode a un preamplificador. En los experimentos de microinyec
¢ién so ued un preamplificader mercs Bok y en los de perfusifn uno
marca Bleock. Para medir potencial de reposo se consefdlle ealida
del preemplificador a un electrémetro Howlett-Packard, al que en
algunos cascs se goopld un inscriptor Varian.

El potencial de accidn se midib concctando directa
mente la salids del preamplificador a la enirada de un esciloscopio
Tektronix 502 Ae 8e ostimuld externamente la fibra mediante un
par de elcotrodos de platino incorporados a la cdmara de lucita,
comandande pulsos con un estimulader Grass 55 provisgto de una

unidad de aislacidn de estimulo.

Anflisis de las mucstras.

5

a) Determinacidn on contador do centellec liguido. Bn todos los
experimentos do perfusidn sec recogicron gotas ds solucidn inter-
na dircotamente en frascos de conteo. Bn 1a gran mayoria de los
experimentos se recolectaron 2 gotas de le woldeidn de perfusidn
on cada frasco, aungus cn algunos casos se recolectaron una o
tres gotns, Sin embargo se tuve gran cuidado on mantenexr constan
te el nimero de gotas recolectadas en cada expoerimento,

4 cada fraszo se agregaron 6 nl de solucidn de cen
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telleo ¥ 4 ml de etanol absoluto., La solucién de centelleo con-
tenfia 6 g/1% PIO y 0,5g/1t POPOP disueltos en tolueno. Todas
las muestras se contaron en un contador de centelleo liquido,
marca Nuclesr Chicago.

Las mucstras que contenfan sblo un isdtopo,

i;e..ticurea~014

b .
§ urctano-H7s ebilén glicol-E° y agua tritiada
se contaron con el voltaje del tubo fotomultiplicador en 1515
veltios,el discriminador de la altura del pulso en 0,5 voltios

¥y el atenuador en 1,0.

Las muestras que contenian dos isdtopos se
analizaron determinando el espectro de energia de cada uno de
elloe con un voltaje constante de 1515 voltios en el tubo foto-
multiplicador. Luego se selecciond la regidn de cada espectro
a la cual se iba a contar cada isdtopo de acuerdo con la compo-

sicidn de cada muestra.

Se usaron dos mezclas distintas de isbtopos.
J}r
Una de elles contenia Na“a ¥ ures - 14 y la otra Nazz v etilén

el
glioml~33

.
La primera de ellas se analizd con el atenua~
dor en 32, variando el discriminador de tal manera que para el
canal A el discriminador estaba en 0,5 voltios,para el B en 9,0
voltios. Con estes especificaciones so lée en el canal A el 95%
del Nazz prosente en la muestra y el 33% de la urea 014. In el
canal B se obtiene =8lo el 33% dal Na22 y nada de la urea»014‘
Se¢ determinsn estos porcentajes tomando como 100% el ndmero de
cuéntas que s¢ obtienen con el atenuador en 1,0 y el discrimina-

dor en 0,5 Voltioss

3

; ' 22 a .
Las muestras que contienen Na “ ¥y etilén gli-
col H” se analizaron con ol atenuador en 4, el discriminador pa-
ra ¢l canel A en 0,5 Voltios y para el canal B en 9 voltss La

eficiencia relativa del Na22 en el canal & es de 100% y en el B

F P o .
87%, en tanto que el etilén glxcol~H3 s8lo se determina en el
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canal A con una eficiencia de 90%,

Debido a la forma en que se realiza la separa-
cibn de isbtopos, en que se resta al nimero total de cuentas
obtenidas en el canal A el némero de cuentas de Na22 obtenido
en el canal B ponderado por un factor, se tratd de tener siem-

3

ol
pre 15 omds veces ¢4 om que Nagm para disminuir los errores

de ccmmeccidn

Siempre se determinaron junto con las muestras
patrones conocidos de cada uno de los isbtopes presentes en la
mezela, asi como combinaciones de ellos, con el objeto de veri-
ficar si la calibracidn del sistema no variaba de un experimen—

to a otro.

b) Determinacidn en contador de flujo.
En los experimentos de microinyeccidn se recolectd el agua

L ¥ 8¢ ceclectd en planchetas

de mar externa que contenia urea~l
adecuadamente limpias y secas. Una vez evaporada la soluchdn, se
procedid a contar las planchetas en un contador automftico de

flujo, marca Nuclear Chicago.
Scluciones.

Todas las soluciones se prepararon con agua destilads, purifi -
cada posteriormente por paso a través de una resina de inter -
cambio ibnico. Una vez preparadas se mantuvieron en refrigera -
dor y se renovaron semanalmente. Todos los reactivos empleados

en la preparacibn de las soluciones eran de grado analitico.

La composicidn del agua de mar artificial usada
fues NaCl 430 mM; Call2 10 mM; MgCl2 50 mM, Tris 5 wM; pH: 7,5.

Bn los experimentos de microinyeccidn el agua
de mar artificial conteniz también KC1 10 nM.

La solucidn de perfusidn usada en todos los ex-—
perimentos fue KF 550 mlMy tris 5. uMsipH::735
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Isétopos Radioactivos: Urea-G14, ticurea €
1 s s .

We gbiuvierin en .Radiochemiral Conter. Bl resto de los
isbtopos, etilén glicol = H3; agua tritiada y'Nazg se ob =

tuvieron en New England Nuclear Corporation.



RESULTADOS

Para determinar el efecto de temperatura sobre los fluje# de no
electrolitosy el primer procedimiento experimental seguido consistid en
14

estudiar la salida de urea ¢ ' del interior de un axdn intacto en fun-
cién de la temperaturs mediante la técnica de microinyeccidn,

El nimero total de cuentas de urea 014 que contenia cada muestre
se graficd en papel semilogaritmicoen funcidn del tiempo. Por los pun-
tos obtenidos se trazd una recta ajustada segin el método de minimos
cuadradose La inclinacidn de la recta, k, es la constante cindtica de
la exponencial,

(1) dpm (t) = &pm (o) e

que describe la salida de radiactividad del interior de un compartimen

-kt

to sin considerar retorno, donde cpm (t) es el mimero de cuentas que se
obtienen en tiempo cualquiera y cpm (c) las cuentas obtenidas a tiempo
Cero.

La recta determinada tiene la expresiodns
(2) Log cpm (t§ = -kt + Log cpm (o)
La ecuacidn que describe el flujo difusional a través de una membrans
se deriva de la primera ley de Fick y tiene la siguiente expresion mat:
maticas |
(3) T=-04 c/pAx
en que J es el flujo por unidad de drea, D el coeficiente de difusién g
través de la membrana, Ac la gradiente de concentracién y Al x el espescr
de la membrana celular.

Para el caso de un cilindro de¢ largo 1 y didmetro ds

(4) = 7= (1/4) dn/at =(1/Md1) dn/dt
donde n es el mimero de moles. Introduciendo la expresidn (4) en la
ecuacidn (3) se tiene:
(5) (1/Ta1) dn/dt =-DAc/Ax
Transformando n en concentracidn se tiocnes
(6) (V/mdl) do/dt = -DAc/A x
donde V es el volumen del cilindro,

(1) V= (mwa®/s) 1
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Reemplazando {7) en (6) so obtiecney
(8) (&/4) ae/dt =Dpc/Ax

En los experimentos de microinyeccidn se procura que la concentra—
cidén externa de la moléecula cuyo flujo se estd determinando sea cero en
comparacidn con, la concentracidn interna, comos
(9) fe = C,_ - C, C,e concentraciin externa.

Cig concer.tracion interna.

Si Ge ~—> 0 entonces
(10) A0 =~0,

Reemplazando en (8) se tiene
(11) (4/4) deofat = D cif/dx

Como el espesor de la membrana es desconocido se define una nueve
constante, la constante de permeabilidad P, por:

(12) P=D/Ax

Introduciendo (12) en (11) se tiene:

(13) (a/4) de/fat = PO,

Integrando esta ecuacidn sc tiene:

(14) Log ¢ (%) =(4P/d) t + Log ¢ (o)

Comparando la ecuacidn (14) con la ecuacidn (2) se tiene finalmente;
(15) P =(a/4) x

Es posible determinar entonces la constante de permeabilidad de
una moléeula a través de la membrana axonal conociendo el didmetro del
axén y la constante k.

Mediante este método se determinaron las permeabilidades de sa..
lida de urea C14 en cirnco experimentos de microinyeccidn que se resumeu
en la tabla 1l..Se obtuvo un valor promedio de permeabilidad de
5,53 + 1,80 x 10™om/scg.

Se procedid luego a determinar el efecto de la temperatura sobre
la salida de urea 014. Se recogieron muestras a temperaturas ambiente
luego se disminuyd la temperatura. Como ésta no baja en forma instanta.-
nea hasta el valor deseado, se controld cada minuto y se tomd el valor
promedio de todas las determinaciones hasita alcanzar durante un par de

muestras un valor estable y luego se volvid a temperatura ambiente. Lo



T A B L A 1

SALIDA DE UREA ¢4 EN AXONES MICROINYECTADOS.

EXP DIAMETRO ¥ & 10° P x 10/ N
(u) (seg™) (on/seg)
U=1 1000 3533 8,33 5
Ul 1000 2,09 5g22 11
U=-3 1100 1521 332 5
U=l 1000 2,05 5,64 10
U-5 800 2,56 5,12 18
2,25 + 0,78 5,53 + 1,80

Los valores que se presentan al pié de las columnas corres~
ponden ai promedio miés la desviacidn standard. N es el nimero de obser
vaciones, k la constante cinética descrita en el texto y P el coefi -

ciente de permeabilidad determinado segin la férmula (d/4) k.
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figurae 2 ilustra un resultado %ipico de la accidn de la temperatura so-
bre la salida de urea C 4. Se puede apreciar una gran inhibicifn del -
flujo basal al bajar la temperatura hasta 3° C, y una recuperacidén total
al volver de nuevo a temperaiira ambiente. Se cescartd la participacidn

14

del metabolismo en los flujos de sgalida de urea C porque estos no fue-
ron afectados por 2-4 dinitro fenol 2 rN ni por cuabaina 0,1 mM, ain cuau
do se mentuvieron en agua de mar con inhibidor durante tiempos largos,
una hora o mis.

La figura 3 muestra los resultados obtenidos en 3 experimentos di
ferentes, Se determinaron los flujos de salida relativos tomando como
100% los valorces de flujo obtenidos a 189 C. Se trazd la recta que apar:
ce en la figura analizando los puntos experimentales segin el método de
los minimos cuadrados, Se obtuvo una inhibioidn de hasta un 80% cuando
se disminuyd la temperatura de 18%a 39 C.

Para continuar el estudio de la depeundencia térmica de los flujo:
de no electrolitos, se cambid la técnica de microinyeccidn por la técnic
de perfusidén intracelular. Numerosas razones motivaron este cambioy entr
ellas gque esta preparacidn permite estudiar con mavor precisién log flu-
jos de particulas muy permeables, que la recoleccién de las muestras o=
mé&s sencilla y por lo tanto involucra menos factores de error y finalme
te que el ax8n perfundido representa mfs claramentec una preparacidn de
membrana que el axbn intacto que se utiliza en los experimentos de micre
inyeccidn.

Pars cl caso del axdn perfuﬁdido, se calculd la permeabilidad por
un mftodo similar al descrito previamente para axones microinyoctados,
considerando que la gradiente de concentracidén tiene signo opuesto y que
el volumen del compartimento en el gue se origina el flujo es el volumew
del agua de mar exterior. Con estas correcciones, el flujo por unidad de
&rca, que se designa por la letra J, estf dado pors

J = P (C,=C )

i e
donde P es la constante de permeabilidad, Ci la concentracidn interna y
Ce la concentracidn externa. Debido a la gran velocidad de flujo de la
solucidn de perfvsibn interna es posible suponer que la concentracidén i

terna es igual & cero en todo momento comparada con la externa. Se obtio



EFFECT OF TEMPERATURE ON THE
EFFLUX OF (Cc'4) UREA

LH—._H—'_ -5
o 157
o -
d 10" -
£
2 5
1000 f=+—= .
® 700- - -
; N - -
£ 500+
E —
Te]
= 300+
€ .
Q
o 200-

T I I T ! 1 I L 1

10 30 50 70 90 110I
Time (min)

s . - A
Se determind la reota que aparece en la figura por el método de
imos cuadrados. La temperatura del agua de mar que rodeaba el axfn so
» - . M P & 316 g
ermind cade minuto y se tomd el valor promedio, Didmetro del axén:1000

ficiente de regresién de la recta: 0,98,
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Los flujos relativos que figuran en la ordenada se caleulan
tomando como 100% el flujo obtenide a 189C, La recta se caleuld por
& - = ~

el mdtodo do minimas cuadradaes tomando los resultados cbienidos con

tres axones difsrentes, Bl coeficiente de regresidn de lg recta es

0,98,
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ne entonces:

P = J/ce
Se determind J midiendo el nimerc de cuentas que entraban al axdén por
unidad de tiempo y dividiendo este wvalor por ¢l &rea ds la fibra y por
la actividad especifica del isdtopo en la solucidn de agua de mar ex—
terior. Los posibles errores que pueden intervenir en la determinacidn
de los flujos provienen entonces de las mediciones del tiempo de muestrec
del 8rea del axén y de la actividad especifica de la solucidn. La concern-
tracibn exterior de la suatancia estudiada se determind en cada experimer
to, recogiendo un volumen fijo de agua de mar, midiendo su radiactividad
y multiplicando el nfimerc de cuentas obtenido por el reciproco de la ac-
tividad especifica.

-La tabla 2 presenta un resumen de las permeabilidades obtenidas
seglin este método para urea, tiourea, etilén glicol, uretano y tolueno,
en orden creciente., También aparece en esta tabla la permeabilidad al
agua tritiada, que se detcrmind por la fdérmula:

P = J'/Cé
en que J' representa el nifimero de cuentas que atraviesa la membrana por
unidad de tiempo y de Area y Cé el ndmero de cuentas por unidad de vclu
men de la solucidn externae.

Es posible observar en la tabla 2 que en general la permeabili-
dad aumenta con el coeficiente de particidn aceite-agua. El etilén gli
col y la tioursca presentan una anomaliz ya que cl etilén glicol es més
permeable de lo quec podria esperarse por su coeficiente de particidn.
Este hecho podria deberse a que el etilén glicel tiene un peso molecu~
lar inferior a la tiourea.

El agua por su alta permeabilidsd constituye un caso particular
que se analizard detalladamente en la discusién.

_ El efecto de la temperatura sobre la entrada de tiourea estd
ilustrade en la figura 4. Es posible apreciar una correlacidn estre-
cha entre temperatura v flujo. Como pusde observarse en la figura es

necesario un ticmpo de 3 a 4 minutos para obtener ua flujo de entrada
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CONSTANTES DE PERMEABILIDAD PARA EL AGUA TRITIADA Y UNA SERIE DE NO ELEC-
TROLITOS EN AXONES PERFUIFDTDOS.

MOLECULA PERMEABILIDAD PESO RANGO DB COEFICIENTE DB
(em/seg.) MOLECULAR TEMPERATURA PARTICION ACEL-
TE-AGUA x 107

60 1719 155

UREA (18) 0,76 + 0,19

TIOUREA (11) 3,47 + 1,00 76 1719 12,40
ETILEN GLICOL (19)8,60 + 1,32 62 17=19 5,0
URETANO (11) 36,2 + 8,7 89 17-18,5 740
TOLUENO (%) 80 436 92 17-19 -
AGUA (11) 78 422 18 17 s

Los valores de permeabilidad representan el promedic mids la desviacidn
Standards El nimero de experimentos figura entre paréntesisa

Los coeficientes de parid:idn aceite.agua se tomaron de los datos pre
sentados por Collander (1954).
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Se determind el flujo de entrada de tiourea mediante la téenica
de perfusidn intracelular. Se bajé continuamente la temperatura hasta
aleanzar un valor estable de 390, recogiendo muestras simultaneamente.,
Iuego se dejd subir a temperaturs ambiente sin tomar muestras hasta al..

canzar un valeor estable de temperatura.
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constante.

La'figura 5 desceribe un experimento similar en gue se midieron
gimultancamente flujos de entrada de urea y sodio y potencial de repo
S04

Nuevamente es posible apreciar come afecta la temperatura los
flujos de urea y el potencial do reposo; 1l efecte sobre los flujos
de sodio se anslizari detallszdamente miAs adelante.

La tabla 3 vesume lcs resultades obtenidos con toda la serie
de no electrolitos estudi

Bn general se¢ observa que los flujos de no electrolitos pola-
res como urea, tiourea y etilén glicol se ven més afcctados por la
temperatura que los de no electrolitos no polares. Asimismo es posi-
ble spreciar que en la gran mayoria de los casos el efecto de la tem
peratura fue completamente reversible.

Los resultados obtenidos con sodic se presentan en la tabla 4.
Los flujos de sodio se midieron simultaneamente con los de urea o de
etilén glicol. Bn general cs posible notar que los valores obtenidos
a temperatura ambiente son menores que los descritos anteriormente
por Rojas y Canessa (1968) en la misma preparacidn, guienes determi--
naron un valor prcuwedic de 43 pamoles/cmg-seg. ¥l valor promedioc de-
terminado segln estos experimenios es de 23 p.mol@s/cmdesag. La dis-
crepancia entre estos valores podria deberse a que en los axones usa
dos por Rojas y Canessa la concentracidn interna de sodio no es cero
como en estos experimentos, sino 2 mM. LAsimismo el agua de mar arti-
ficial usada por estos autores tenia KC1 10 mM.

La temperatura afectd en casi todos los experimentos los flu-
jos de sodio. Sin cmbargo, en dos casos los flujos de sodio aumenta—
ron continuamente a través de todo el exporimento y no fueron sensi-
bles a la temperatura. No ¢s posible explicar estos datos supcniendo
que el axbn estuviera dafiado, ya que los potenciales de reposo y de
accidn presentaron valores normales durante el transcursc del experi
mentos

En el caso del sodio, sdlo se presentan datos de flujos porque
en la estimacidn de la permeabilidad para particulas cargadas deben

considararas las oradientes eldetricas zdemis de las gradisntes de -
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Se determinaron simultaneamente en axones perfundidos el poten-~

cial de reposo ¥ los flujos

ra en funcidn del tiempo. Se observa una dependencia directa entre los

flujos y la tomperatura.

1

ae

entrada de urea y sodio y la temperatu—
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EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LOS FLUJOS (J) Y LAS PERMEABILIDADES (P) PARA U
SERIE DE NO ELECTROLITOS Y AGUA TRITIADA, EN AXONES PERFUNDIDOS.

MOLECULA EZP CONGC. TEME « FLUJO DE BENTRADA P x 106 N
(m) o0, f‘;p.moles/cn}gseg.) (em/seg)

UREA UNa-3 2,00 17 1,044 9566 0,52 + 0,03 8
| 10,5 0,89 + 0,02 0,44 + 0,01

UREA UNa-4 2,00 18 1,44 0406, 0,72 + 0,03 16

10,5 0,96 + 0,03 0,48 + 0,01 9

, 16,5 1,56 + 0,07 0,78 + 0,03

UREA UNa-7] 0,86 19 0,69 + 0,03 0,80 + 0,04 15

9 0,45 + 0,03 0,52 + 0,04

| 18 0,65 + 0,03 0,76 + 0,04 6

UREA UNa-8 0,92 17,5 0,85 + 0,02 0,92 + 0,02 10

Ta5 0,48 + 0,01 0y52 + 0,01 1€

5,5 0,43 + 0,01 0,47 + 0,01 13

4,5 0,39 + 0,07 0,42 1+ 0,01 7

| 17,5 0,93 + 0,02 1,01 + 0,02 0

UREA UNa-10 0,71 16 0,67 + 0,03 0,95 + 0,04 10

7,5 0,37 + 0,01 0,52 + 0,02 6

TTOUREA The28 4,26 17,5 15,40 + 0,19 3,60 + 0,04 g

5 6,60 + 0,17 1,55 + 0,04 3

5,80 + 0,10 1,36 + 0,02 3

18 17,10 + 0,22 4,02 + 0,05 6

ETILEN GLICOL E-18 1,60 18 12,40 + 0,39 7,78 + 0,24 6

3 7460 + 0,39 4,75 + 0,24 o

) 16 11,88 + 0,24 Ts44 + 0,15 5

ETILEN GLICOL B-21 2,13 19,5 27,10 + 1,70 12,72 + 0,80 13

9 14,00 + 0434 6,57 + 0416 11

17 00,70 4+ 2,05 10,66 + 0,96

j+



TABLA

ETILEN GLICOL BE-22

ETILEN GLICOL ENa-23

ETILEN GLICCL ENa-24

URETANG®

URETANO

JRETANO

TOLUENO

AGUA

AGUA

AGUA

AGUA

Ur-15

Ur-16

Ur-17

T-47

HTOw 31

ET0~35
HTO-36

HET0-37

3 {continuacidn)

9,16 + 0544 13

2,00 16,5 18,31 + 0,88
6,5 9,45 + 0,48 4,72
16,5 15,60 + 0,70 7,80
2455 18,5 23,12 + 1,99 9,07
6,5 12,74 + 0,94 5,00
16 20,24 + 0,31 7,94
2,65 17 18,94 + 0,49 Ty15
6 11,05 + 0,68 4,17
5 9,22 + 0,39 3,48
3 7469 + 0,17 2,90
17 17494 + 0,31 6,80
0,51 17 18,87 + 0,70 37,0
4 13,54 + 0,28 26,5
17 16,68 + 0,43 32,47
0,47 19 26,13 + 1,14 5K 46
10 17,80 + 0,75 3749
0,75 3 19,80 + 1,13 29,3
17,5 29,80 + 1,50 44,1
0,012 19 0,51 + 0,02 41,0
5 0,32 + 0,02 32,0
16 0,43 + 0,02 36,0
1645 80,9
5 63,9
16 90,0
1t 54,4
8 39,45
4 4&9!
17 60,9
17 6543
10 4941

PR R e e L AWPRE L e B L el ol i ol R i e

[ B e

i+ I+

i+

I+ i+

I+ i+ i+ I+

i+ i+ |+

g I+ I+ I+ 1+ i+ i

0,24 11
0,35 10
0,78 25
0,37 -
0412 8
0,18 33
0,26 4
0,14 6
0,06 6
0,12 8
144 %
0,5 1¢
0,8 10
244 17
146 1
1,7 1
242 4
2,0 12
2,0 &
2,0 p.
3,8 13
0,5

0,7 4
6,2 10
8,1 9
1,0 8
1,0

245 13
155

am 1o ey o
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EFECTO DY LA TEMPERATURA SOBRE EL FLUJO DE ENTRADA DE SODIO EN AXONES

PERFUNDIDOS.
EXP, TEMPEZRATURA FLUJO DE ENTRADA N
2
( °c.) (p.moles/cm("seg.)
UNa-3 17 18,0 + 2,4 11
10,5 24,0 + 1,3 12
17 25,5 + 1,0 4
UNa-4 18 8041 & 248 16
10,5 30,9 + 2,8 8
1645 4793 + 3,6 4
UNa-7 19 1741 & 1,8 18
9 13,3 + 1,0 13
18 1747 £ 259 g
Ula--8 1145 21,8 + 1,8 10
T45 12,3 + 144 12
545 1152 & 0,7 13
445 1544 + 146 7
1745 23,8 + 2,4 10
UNa-10 16 15,2 + 0,9 10
12,8 + 1,0
BE¥a-23 18,5 2744 + 2,44 11
6,5 1445 4 247 8
16 2746 + 1,9 6



TABLA 4 {Continuacidn)

ENa-24 B 34,1

+ 1,2 14

18,7 £ 0y 4

1651 + 1, 6

14,8 + O, 6

17 31,5 + 1, 8

N es el mimero de observaciones.

Los experimentos que figuran en la Tabla corresponden a mediciones simul

taneas de sodio y urea (UNa) o de sodio y etilén glicol (ENa).



DISCUSION

Para discutir los resultados de efecto de temperatura sobre los
coeficientes de permeabilidad medides, es conveniente tener en cuenta
la variacidn de los coeficientes de difusidén libres con la temperatura
Longsworth (1954) determind los coeficientes de difusidn de urea y agua
deuterada, entre otras meocleculas, a 5, 15 y 25 °C. Con los datos pre-
sentados por este autor, se trazd una reccta segin minimos cuadrados, se
interpold el valor de coeficiente de difusidén correspondiente a 18 °C
que se considerd como 100%, y se deteimind el coeficiente de difusidn
relativo a 5 °C que resultd ser el mismo para ambas moleculas, 68 %.

Si consideramos la formula de Einstein para el coeficiente de di-
fusidn de una particula en solucién:

D = kT/f
donde k es la costante de Boltzmann, T la temperatura absoluta y f el
coeficiente friccional, que estd dado por la expresidns

f =61z,

(ﬁes la viscosidad del agua y r, ¢l radio hidrodindmico equivalents de
la molecula considerada), no es sorprendente que encontremos que tanto
en el caso de lz urea como del agua el coeficiente de difusidén en solu-
c¢idén caiga en igual magnitud en funcidén de la temperatura, ya que en s«
luciones suficientemente diluidas la viscosidad del agua varia con la
temperatura en forma independiente de la naturaleza del soluto.

No fué posible encontrar datos experimentales referentes a la
dependencia térmica dc los coeficientes de difusidn para el resto de lo.
no electrolitos; sin embargo por un raszonamiento similar es posible su-
poner gue todos ellos son afoctados por la temperatura en solucidn a-
cuosa en la misma forma que los de la urea y el agua deuterada.

Con los resultados mostrados en la tabla 3 es posible comparar
el efecto de lz temperaturs sobre los distintos no electrolitos en fun-—
cién de su grado de polaridad. Para expresar en forma cuantitativa ca-
tos resultados, se procedid a determinar los flujos relativos a 5 °C,
tomando come 100% el valor obtenido a 16 °C. En el caso del agua triti:

da este cdlculo se realizd con las permsabilidades. Los resultados
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ZFBECTO EELATIVO DE L4 TEMPERATURA SOBRE LAS PEZRMEABILIDADES DE NO ELECTRO-
LITOS Y AGUA TRITIADA Y SOBRE LOS FLUJOS DE SODIO EN AXONES PERFUNDIDOS.

MOLECULA ¥ IDRAMPABILIDAD COEFICIENTE DE DIFUSION
RELATIVA 4 5° C. RELATIVO A 5° C.
TOLUBNO 88 -
URETANO 70 =
AGUA 69 68
ETILEN GLICOL 47 -
UREA 46 68
TIOUREA a1 -
S0DI0 # 51 &7

# En el caso del sodio figura en la tabla el flujo relative a 5°C.
Se tomaron como 100% los valores de permeabilidad, de flujos y de coeficien
tes de difusidn obtenidos a 18° (9

Lios valores relativos de los coeficientes do difusidn del agua tritiada 3
de la urea se calcularon de acuerdo a los datos publicados por Lrngsworth
(1954) ¥ los del scodio con los datos presentados en el libro de Harned ¥y
Owen (1950).
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obtenidos con este mdtodo se resumen en la tabla 5.

Se encuentra una mercada diferencia en el comportamiento de las
distintas moléculas. En efecto, el tolueno es el menos afectado por la
temperatura ya que sélo decae en un 88%, siguiendo en orden creciente
el uretano y el agua tritiada, para terminar con la ures, la tiourea y
el etilén glicol que se ven afectados en forma similar.

Segin la tabla 5, el urctano y €l agua tritiada se comportarian
en su paso a través de la membrana en forma similar a como lo harian en
solucidn, en tanio gue ¢l tolueno, la urea, la tiourea y el etilén gli-
col lo harian cn forma apreciablemente diferente.

Es posible explicar ¢l comportamicnio del tolucno suponiendo gue
éste penetra al interior de la cdlula exclusivamente por zonas lipidice.
de la membrana, La difusidén del tolueno en lipidos tendria un coeficiw
te de temperatura menor que la difusidn en solucidn acuosa, lo que exp!
caria porque la temperatura afecta tan poco la permeabilidad del toluc

Parc explicar ls gran dependencia térmica ds los flujos de urea,
tiourea, ¥y etilén glicol, que son los no electrolitos mds polares de lc
seriec estudiada, podemos suponer gue ls membransa tiene una sstructura
de mosaico, con zonas puramente lipidicas y zonas de cardcter polar que
tendrian agua asociada. Sstas Gltimas podrian considerarse como canalc
acuosos de un cardcter muy especial, pues sblo una fraccidn del agua to-
tal contenida en cllos estariz disponible como solvente para la difusidi
La cntrada de solutos polares de bajo peso molecular como la ureca, el
etilén glicol y la tiourea se realizaria por difusién a través del agua
disponible como solvente. Al bajar la temperatura se produciria un au-
mento del nimero de moleculas de agua ordenadas en torno a grupos pola-
res, lo que traeria como consecuencia una disminucidn en el nimero de
moléculas disponibles parn la difusidén. Los flujos de solutos polares
a través de la membrana serian sntonces mucho mis afectados de lo que
podria esperarse por simple difusidn a travéds de agua liquida.

La molécula de agua sin embargo, debido a su pequefioc tamalio mo-
lecular, podria difundir tanto a través del agua liquida como del agua
estructurada, ya que se mueve por los insterticios de la estructura

cristalina tetrahedral gque presentaria el agua organizada. Por esta
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razdn su paso por la membrana no se veria afectado en forma especial al
bajar la temperatura.

El uretano representaria un caso intermedioc, en que una parte pa-
garia a través de zonas lipidicas y otra a través de zonas acuosas de -
la membrana, con un resultado neto similar al que se obtendria si todo
el uretano difundiera por agua libre,

Segin este modelo de mosaico que considera que sdlo una fraccidn
de 1la membrana, constituida por canales acuosos, esta disponible para
la difusidn, se tiene que la constante de permeabilidad P esta dada por
la ecuacidns

P =TDAMM x
donde A representa la razdn entre el area geomdtrica y el area efectiva
[]x el espesor de la mer'rana y D el soeficiente de difusidn en solucidn
acuosa,

Si se toma el valor del coeficiente de difusidn de agua deuterad
a 18° C., dado por Longsworth (1954), que es 1,903 x 1072 cmz/seg. y el
valor de permeabilidad del agua deuterada, que se supone 14% mayor que «

4

del agua tritiada y por lo tanto igual a 0,91 x 107 cmg/seg. se obtiene
una rezén de A/A x de 4,8 en™'« Este valor es del orden de los encontra.
dos por Villegas y Villegas (1960) para el agua, 5,3 cm-1, y por Franker
hauser y Hodgkin para el potasio, 4,0 cm_1. 8i se calcula la misma razdn
A/ﬁ X a 5° Ce, tomando el valor de permeabilidad para el agua de

0,64 x 10_4 cm/seg., ya aumentado en un 14% para corregir por la diferen-
entre agua deuterada y agua tritiada, y se divide por el coeficiente de
difusidn del agua deuterada a' 5° 8., que segun Longsworth es 1,294 cm2/se
se obtiene un valor de 4,9 cm—1, que no es esencialmente diferente al va
lor obtenidewa 18¢ €. Bsto indicaria que no habria un wambio sustancial
en el areca de la membrana disponible para la difusidn del agua ocon la ter
peratura.

Si se hace el mismo calculo para la urea a 18° C,, tomando para 1:
permeabilidad el wvalor promedio gue aparece en la tabla 2 de 0,76x10”60m
y se divide por el coeficiente de difusidén de la urea dado por Longswor:
(1954) a 18° .C. que es 1,162x1o“5

6,6x10"20m'1, que es alrededor de 100 veces menor que el valor encontrar

cm/seg., se obticne un valor de A/A X &
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para el agua. Bsto indicarfa que la urea ve sdlo un centésimo del area
total disponible para la difusidn de agua tritiada, La razdn A/ x a
50 Cs, tomando un valor de P para la urea de 0,35x10"6cm/seg. yde D
de 0,79 cmz/seg. es d,4x10"20m_1, indicando que el area disponible a la
difusidn de urea disminuye en un 33%. De acuerdo a esta hipdtesis, la
membrana experimentaria un cambio estructural al bajar la temperatura.
Para dar cuenta de estos hechos experimentales también son posi-
bles otras explicaciones, Podria pensarse por ejemplo que los coeficien
tes de particidn aceite—agua varian con la temperatura en forma propor-
cional al grado de polaridad, de forma que cuanto mas polar sea una bl
lécula, mayor sca la disminucidn del coeficiente de particidn aceite-a
guz. También podria pensarse que las energias de interaccidn entre los
solutos y el agua que seria nscesario vencer para pasar de una fase -
acuosa a una fase lipidica, como en el caso de la teoria de membrana -
propuesto por Danielli aumentaran al bajar la temperatura en forma ma-—
yor para los solutos polares que para los no polares. Estas dos expli-
caciones, que en el fondo son una sola, podrian dar cuenta del efecto de
temperatura suponiendo que la membrana es una barrera lipidica uniforme.
¥ sin que sea necesario plantear cambios sstructurales de la membrana -
misma con temperatura. Para poder elegir entre estas dos hipotesis se ne
cesita un mayor conocimiento de las soluciones acuosas de no electrolitus
y de proteinas, que hasta el momento no ha sido aclarada ailn por los fi-
sicogquimicos.

En el caso del idn sodio, la temperatura afecta los flujos en for-
ma mayor a la esperada se si considera que el sodio pasa a través de la
membrana por simple difusidn. Es posible que parte del efecto de la tem-
peratura se deba a la hiperbolarizacién de la membrana, ya que segun los
resultados obtenidos por Latorre (1969) una hiperpolarizacidén de 10 mV
produce una disminucidn de un 30% en el flujo de sodio. Sin embargo, no
es posible extraer mayores conclusiones sobre elefecto de la temperatu-
ra en el caso del sodio por tratarse de una particula cargada, en el sen
tido de que la introduccidén de un idén en el agua provoca cambios en su
estructura dificiles de analizar en el caso del agas ligada a grupos po--

lares.
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La disminucidn en el flujo de entrada de sodic al bajar la tem-
peratura podria explicar en parte el efecto de la temperatura sobre el
potencial de reposo, ya que representaria una disminueidn en la corrien
te de fuga gque normalmente enmascara el wvalor real del potencial de re—

DOSO.



RESUMESETH,

T e~ Se estudid el flujo de salida de urea C14 en axones gigantes de

Dogidicus gigas mediante la técnica de microinyeccidn. Se deter

nind le permeabilidad a la urea mediante ol anflisis cinético de las

curvas de salida, encontrando un valor de 5,53 4 1,80 x 1077 cm/seg.

2a= Se determind el efecto d¢ la temperatura sobre la salida de ures
1 B i s
C 4, encontrando una dependencia lineale Al variar le tempera’u-
ra de 18 a 3° C. se produjo una disminucidn dec un 80% en la salida de
urca.
Ju= Se¢ determinaron los flujos de entrada y las permeabilidades de

urea, tiourea, etilén glicol, uretano, tolueno y agua tritiads
en axones perfundidos intracelularmente con fluoruro de potasio 0,55%
Se encontrd que las permeabilidades de los no electrolitos siguen el
orden de polaridad, con la excepcidn de etilén glicolligue cs wis per-

meable de lo esperado por su coeficiente de pariicidn aceiie—-aguae

4o~ El efecto de la temperatura sobre la entrada de no clectrolitos
es dependiente del grado de polaridad. Los més afectados por -
temperatura son urea, tioureca y etilén glicol, que scn los no electro
litos mds polares de la serie.
El efecto de la temperatura en ¢l caso de estas moléculas es
mayor al esperado por la variacidn de los coeficientes de difusién en.

solucibn,.

5e~ Se inisrpretan estos resultados suponiendo que la membrana po~
see poros acuosos a través de los cuales pasan los no electro-
litos polares de bajo peso molecular como urea, tiourea y etilén gli-
col. La estruetura de estos poros seria dependiente de la ‘tempexatureii
frea cfectiva disponible para la difusién disminuirie alrededor de un

33% sl bajar la temperatura de 18 a 3° C.
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€.~ El flujo de aguas tritisde a través d¢ la membrana se ve afec-
tado por la temperatura en la misma forma que la difusién en
solueidn acuosa. Se explica este hecho suponiendo gue el agua pasa -
por los mismos porcs acuosos postulades para los no electrolitos, pe~
roc que por su pequefioc tamafio molecular no detectarfa los cambios es-

tructurales inducidos por la temperatura en el difmetro de los poros.

To= Se estudid el flujo de entoads Je sodio simultancamente con -
los de urea y etilén glicol 2a axones perfundidos. Se determi
nd un valor de flujo promedic de 22,8 + 6,7 p.molos/cmgaﬁg.
El flujo de sodio es también afectado por la temperatura on -
forma mayor & lo esperade por su coeficiente de difusidn en solucidn

acuosa,
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