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RESUMEN.

Canales de potasioc activados por calcio aislados
de membrane de tubulo transversal de musculo esgueléticco vy
de wusculeo liso de intestino de conejo fueron incorporados
en bicepas lipidicas artificiales. Se mididé el potencial de
flujo esometiendec a dichos canales & une diferencia de pre-

sién osmébética.

La magnitud del potencial de flujo para una dife-
rencia de presién osmbética producida por glucosa Z osmolar,
es 1,5 mV. Este potencial implica gue se transportan dos
moléculas de ague por cade ion potasio que pasa & traves del

cansal.

Si se supone gque el acoplamiento de los flujos se
debe a transporte en file india de icones y agua, entonces la
zona del canel en gue el acoplamiento tiene lugar, tiene unsa
longitud de 0,8 nm. Este resultadoc apoye la hipoétesis de
estructura del canal que lo describe con forma de reloj de
arena, con dos vestibulos amwmplios unidos por una zona estre-
cha.

La conductencie del canal disminuye cuando ésta se

mide en presencia de glucoss 2Z csmoler. Esta disminucion de

$a




le conductanciea se debe B un sumento de lea resistencie de

eccesoc al canal.

Suponiendo que la conduccién de iones en los ves-
tibulos del cenal es comparable & la conduccién en agua
libre, se concluye gue ls resistencia de los accesos es del
orden de 1 GOhm ( en KCl1 100 mM). Este resistencia es apro-
ximadamente igual 2 un tercic de la resistencies total del

canael.



ABSTRACT.

Calcium-activated potassium channels vere
incorporated into plenar lipid bilayers under an osmotic

pressure difference and streaming potentials were measured.

Streaming potentials of 1.5 mV were found in
2 osmolar glucose. This value implies that 2 vater molecules

are coupled with the transport of each potassium ion.

I1f +the coupling of fluxes is interpreted as
single-file diffusion of wvater end ions, then, the zone of
the channel in which the coupling occurs is sbout 0,8 nm in
length. This result supports the hypothesis of an hourglass
shaped channel with two wide mouths and & short zone between

them.

The conductance of the channel decreases in
the presence of 2 osmolar glucose. This change in
conductance ie due to an increase of the access resistance

of the wmouth.

If the conduction of ions in both mouths of

the chennel tekes place in the same vway &s in free water,

a3



then the accesgs resistance is about 1 GOhm (in KC1l 100 mM).
This resistaence i1is aproximaetely cne thiri cof +the totel

resistance of the channel.
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INTRODUCCION

I.- GENERALIDADES.

Una membrense bioclégice tipice estéd compuesta por
una doble capa de moléculas de fosfolipidos gue estan orien-
tadas con sus regiones polares hescie el exterior y sus
regiones apolares hecie el interior. Este disposicién forme
una lémine lipidice en la cuel se insertan proteinas (Singer
y Nichols, 1972). Dependiendc de la facilided de extraccién
gue presentan dichas proteinas, éstas pueden clasificarse
en: proteinas extrinsecas y proteines intrinseces. Las pri-
meras interectien con une sola monocapa de lipidos en tanteo
las segundaes interactuan coﬁ ambas moncocepas. Por sus carac-
teristices fisico-quimicas le metriz lipidice e=s uns barrersa
el peso de algunas especies guimicas, especialmente los
iones. Por otrs parte, las proteinas son las vias de pesco
para los iones.

Uno de los wmecanismos propuestos por los cueles
les proteines permiten el paso de los iones, es le formecién
de poros acuosos que comuniguen los medios extra e intrace-
luleres. Este tipo particular de proteinas de membrans reci-

ben el nombre de caenales iénicos.




II.- CANALES IONICOS.

Le naturaleze discreia de les vias de pasc de los
iones & trevés de las membranas bioclégicas se ha demostrade
por el usc de técnices que permiten exsminar el transporte
de iones mediedos por un scolo canel. Una de estas técnicas

{recongtitucién) es el aislamiento de fragmentos de membrana

y su posterior incorporacién en membranas artificiamles de
fosfolipidos (Miller y Recker, 1976; Miller, 1983e). Otra
técnica ("patch-clamp®) es aiglar eléctricemente, mediante
una micropipeta, un &ree muy pequefia de uns membrana natural
y registrar la actividad de el{los) canal(es) que estain)
circunscritol(s) en diche ares. ({Neher y Sackmann, 1976;
Neher y col., 1978)

El1 trensporie de iocnes se puede determinar de 1la
corriente eléctrice registrade al aplicar una diferencia de
potencial 2 través de le membrana. La presencis de unidades
conductoras discretas se observe como variesciones abruptas
de la corriente registrade que toma a su vez valores discre-
tos. Estas transiciones aperecen porgue, en principioc, las
caneles estan fluctuando constantemente entre estados abier-
to y cerrado.

Muchos canales presgentan una relacién lineel entre
corriente registrade (I} y potenciel apliicado (V}, es decir,
siguen la ley de Ohm. Le pendiente de la curva I-Y se llams

conductancia (g) y se mide en Siemens (1S = 1 A/V). La con-




ductancia de diversos tipos de canales estéa en el intervalo
de 2 a 200 x 10-*®* S (2 a 200 pS).

La fraccién del tiempo que un canal permanece
abierto puede depender del potencial eléctrico aplicado, de
la concentracién de agonistas, de la tensién de la membrana,
etc. Segun cual sea el agente que los abra, se habla de
canales activados por potencial, acetilcolina o tensién.

Loe diferentes tipos de canales generalmente con-
ducen mas eficientemente ciertos iones en comparacién con
otros. Esta propiedad se llama selectividad. Hay canales
catiénicos y anidénicos. Dentro de los catidénicos se distin-
guen los canales de K*, Na* y Ca®*. Un canal aniénico es el
canal de Cl-.

La primera evidencia de la naturaleze proteica de
loe cenelee se sustenta en la inhibicién de lea inactivecion
de les corrientes de sodioc en axones de Jjibia perfundidos
internamente con pronacse {(mezcle de endopeptidasas)
(Armstrong y col., 1973). Posteriormente su naturaleza pro-
teica se demuestre por eislamiento de proteinas de wmembranas,
gue =al ser incorporades en bicapas artificiales manifiestan
la existencia de canales (Karlin, 1980; Weigele y Barchi,
1982; Miller, 1983a; Miller, 1983b).

Los modelos de canales, deducidos de estudios de
la estructura primaris de proteinas formadoras de canales

(Darbon y Angelides, 1584), cambios de aminoacidos usando



técnicas de DNA recowmbinante (Mishina y col., 1985), difrac-
cién de rayos X, etc, comprenden segmentos de hélices anfi-
paticas que se agrupan formando haces perpendiculares al
plano de la wembrana en que todas las hélices exponen sus
residuos polares hacia el interior de 1la proteina. Esta
estructura forma un poro que atraviesa la wmembrana y comuni-
ca un lado con el otro de ésta.

Este poro puede formar una vie de paso & iones al
admitir egues dado que los residuos expuestos & su lumen son
polares. Las dimensiones de largo y radio del poro dan en
une primeres eproximacién les conductancia, mientras gue el
eigno de las cargas de los residuos determinera el signo de
loe icnes gue admitird, dandoc unea primere eproximacién de le
selectividad. Pequefiose desplazamientos y rotaeciones de las
hélices causados por la presencia de agonistas © por un
potenciel eléctrico impuesto pueden abrir o colepsar el
canal originendo las fluctusciones entre los estados sbierto
y cerrado. Se habla de activacién de un canal cuando la
probebilidaed de encontrer un cenal en el estedo sbierto
aumenta por les presencis de un egoniste o a2l imponer una
diferencia de potencial.

En un poro scuoso como el descrito, lleno de agus
y de icones de carge opuesta & la de las carges fijas en las
peredes, se produce un acoplamiento entre los flujos de agusa

y de iones, lo gue genere un conjunto de fenémenos llamados
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electrocinéticos. Si1 wse aplica una diferencia de presién
hidrostatica o presién osmbética a través del canal, se
producira un flujo de agua que arrastrara a los iones. Como
son iones de un solo tipo (positivos o negativos), al cerrar
el circuito externo (V=0), se observaréa una corriente eléc-
trica 1llamada corriente de flujo. Si el circuito =se deja
abierto (I=0) se observard un potencial eléctrico o poten-
cial de flujo. Por otra parte si se genera una corriente
aplicando externamente un potencial eléctrico y en condi-
ciones de presidén constante, los iones arrastraran agua
produciendo un flujo de ésta; i el experimentoc se hace a
volumen constante se desarrollara una presién hidrostatica

(electroosmosis).

II1.- CANALES DE POTASIO ACTIVADOS POR CALCIOQ.

Los ceneles de potesico ectivados por celcio han
sido descritos y caracterizados en: células cromafines de
bovino {Marty, 1981, neuronas simpaticas de vertebrados
(Adams y col., 1982), células de musculo esguelético de ratsa
en cultivo (Pallote y col., 1981; Barret y col., 1982; Blatz
y Magleby, 1984), linesa de células tumorales de la pituita-
ria anterior (Wong y col., 1982y, células disociadas de

musculatura gastrice de Bufo marinus (Singer y Welsh, 1584),

membranas de tubulc transversal de conejo (Latorre y col.,

1982; Vergarasa, 1983; Vergare y Latorre 1983), wembranas de




tubulo transversal de rata (Moczydlowski y Latorre, 1983;
Villarroel, 1986), células cromafines de bovino (Yellen,
1984) y en membranas de wmusculo liso de intestino de conejo

(Cecchi y col., 1986).

Estos ceneles de potasio son activados por calcio

cuando éste ion es agregado 8 su ledo citoplasmatico, son
eltamente selectivos Bl ion potasio, y ademas poseen uns
muy elta conductencia el ion permeante. Estas dos ultimas

propiedades en conjunto nos colocan ante una situacién apa-
rentemente contradictoria. En principio mientras més selec-
tivo es un cenal 8 un ion determineado, de mayor intensidad
seran las interascciones que deban existir entre les proteina
y el icon; esto significa que el numero de iones que atravie-
sen el canal por unidad de tiempo sera menor respectoc & un
canal gque presenta baje selectividad ys que en este casc las
interacciones entre la proteina y less especies permeantes
son de beje intensidad. Segun estas considerasciones un canal
selectivoc sera de bajs conductanciaes y reciprocamente un
cenel poco selectivo tendré une slte conductancia.

La conductancie de un canal de potasioc activado
por calcio de tubulo-T o de musculo liso de conejoc es del
orden de los 200 pS en una soclucién simétrice 100 mM KC1.
Suponiendo una longitud de poro de 5 nm (espescor de una
membrana bioclégica), se determina un diédmetro de 0,56 nm

pare un cenal que presenta diche conductencia (Villarroel,




1986). Un diawetro de tal wmagnitud permitiria el paso de
especies de dimensiones mayores que el mas grandee de los
cationeg alcalinos (Cs*), el cual no es transportado por
estos canales (Vergara, 1983; Xecchi y col., 1986).

:De gque manera puede compatibilizarse la alta con-
ductancia y gran selectividad de estos canales de potasio ?

Evidentemente el problema nace de considerar un
canal iénico como un poro acuoso cilindrico de uns cierta
longitud y de un diametro constante. Sin embargo, un canal
puede tener una estructura mucho mas compleja que un cilin-
dro lleno de agua. Latorre y Miller (1983) han propuesto un
modelo geométrico con una estructura gque permite el trans-
porte de iones con una alta eficiencia y que puede ser
altamente selectivo a una sola especie cargada. Este modelo
supone una estructura del canal con dos accesos o vestibulos
amplios en que la difusién no esta limitada (el ion se
conduce de la miswa manera que lo hace en solucién) y con
una zona central corta y estrecha donde se situa el filtro
de selectividad. En esta zona necesariamente el transporte
de los iones debe ocurrir por un mecanismo diferente al de
lose wvestibulos. Se postula para dicha zona un mecanismo de

difusién en "fila india”.

IV.- DIFUSION EN FILA INDIA.

Supongamos el interior de un canal como un poro




acuosc con una longitud y diametro tales que en el interior
se wubican moléculas de agua y un ion permeante, los cuales
no pueden scbrepasarse unos a otros. En un espacio asi de
restringido, la difusién de las especies se hace interdepen-
diente: los flujos de ambas especies estadan acoplados. Cuando
una molécula se mueve de un sitio al siguiente a lo largo
del poro, ésta debe "empujar”™ a las que estan delante. Esto
es, una especie se mueve si1 toda la fila lo hace (Hodgkin y
Keynes, 1955; Levitt y Subrawmanian, 1974).

Si1 un canal presenta este tipo particular de es-
tructura que determina que la difusién del ion permeante vy
lag wmwoléculas de agua que lo acompafian, este restringida a
cursar en fila india, se puede llegar a determinar la longi-
tud del poro conociendo el numero de moléculas de agua
asociadas al ion dentro del canal.

El acoplamientoc de los flujos iénicos y de las
moléculas de agua en un poro puede ser cuantificado mediante
cuatro aproximaciones experimentales: electroosmosis, co-
rrientes de flujo, potenciales de flujo y medicién de para-
metros macroscépicos.

A.- Electroosmosis.

En estos experimentos se aplica una diferencias de po-
tenciel y =se mide el flujo de agua y la corriente llevadsa
por loes iones. El numero de moléculas de ague en asociacién

2 un ion en el interior del cenal esté dedo por 1l razén




entre el nuwmeroc de moléculas de agua que fluyen a través de

la bicapa y el numero de iones que generan dicho flujo.

B. - Corrientes de flujo.

En este caso se aplica una diferencie de presién osmé-
tice, usando un no electrolitc y se wmide el flujo de agua y
la corrriente eléctrice preoducida en condiciones de circuito
cerrado vV = 0). Expresando ambas cantidades en numero de
moles se puede calculer cuantos moles de agua ecompafian a
cada wmol de iones.

Ambos tipos de experimentos implican la medides de
flujos de ague (cm?®/win). Estos flujos son pequefiisimos para
cade canal, por lo gque s6lo se pueden hacer en membranas con
muchos canales. Las wedidas de potencieles de flujo no
reguieren medir flujos de agua.

C.- Potencisles de flujo.

Fara reslizer estas determinaciones se aplice una pre-
si6n osmética y se mide el potencial a corriente cero. En el
canal - selectivo s una especie idnica - no se mueven ni el
ague ni lcos iones, £i1 no que se llega a un equilibrio en gue
le diferencies de energie de N moléculas de amgue impulsadas
por la diferencia de presién osmética se iguala a la dife-
renciae de energis del ion impulsado por les diferencie de
potenciael eaplicado. Conociendo le diferencia de presién
osmébtica y mwmidiendo les diferencias de potencial se puede

obtener N (Rosenberg y Finkelstein, 1978a, 1978b;
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Finkelstein y Rosenberg, 19579).

D. - Parametros macroscépicos.

Levitt (1374) deriva una relacién general entre el
numero de wmwoléculas de agua promedio (n,) por poro y los
parametros wacroscépicos de las membranas que contienen
dichos canales. Los parametros que se determinan experimen-
talmente son: las permeabilidades hidratlica (L,) y difusiva
(W ) de dicha membrana al agua. Estos se relacionan con el
numero promedioco de wmoléculas de agua en el canal de la
siguiente forma: n. = L,/(w V,), siendo V. el volumen molar
parcial del agua.

Entonces, frente 8l problema de postular una geo-
metrie pere un caenal iénico, disponemos de, al menos, tres
aproximeciones experimentales que nos permiten determinar,
de una maners indirects, le longitud de un poreo o la longi-
tud de unes zona de un canal en que el transporte de los

iones ocurre en file indie.

V.- POTENCIALES DE FLUJO Y LONGITUD DE ALGUNOS CANALES.

Se he podido determinar le longitud de tres ca-
nales diferentes por registro de potenciales de flujo al
imponer gradientes cosméticos en bicapas artificiales que
contienen dichos canales.

A.- Gramicidins A.

Se determiné que el numerc méximo de molécules de agus,
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en el interior del canal de gramicidina eran 7 a concentra-
cionee relativamente bajas de electrolito permeante. A altae
concentraciones de electrolito la determinacién del numero
de moléculas de agua era levemente inferior debido, proba-
blemente, a8 que el canal bajo estas condiciones tiene en su
interior mas de un ion permeante (Rosenberg y Finkelstein,
1978a; 1878b). Independientemente Levitt, (Levitt y col.,
1978) encuentra gque =son 1l las moléculas de agua en el
interior del canal (ver discusién). La determinacién del
numero de moléculas de agua permite el calculo de una longi-
tud de poro de 2,8 nm que se acerca bastante a la longitud
de poro del modelo molecular de este pentadecapéptido (Urry,
1971; Finkelstein y Andersen, 1981).

B. - Hemocianina.

Este caenal en presencia de un gradiente osméticoc puede
acomodar en su interior 3 molécules de egus y un ion potasio
en file. La longitud estimada pars este canal es de 0,6 nm
de largoe (Cecchi y col., 1982).

C.- Canal de potasic de reticulo sarcoplasmatico.

En este ceso el numerc estimado de moléculas de agus
es 2 a 3, lo gue da une longitud de mencs de 1 nm (Miller,

1982).




OBJETIVOS.

La caracterizacién de la via de conduccién de un
canal 1iénico permite, en conjunto con otras evidencias,
comprender globalmente los wmecanismos de conduccién de dicho
canal. Para explicar como un canal puede tener una alta
conductancia Yy una gran selectividad se ha desarrollado el
modelo arquitecténico de dos bocas o vestibulos grandes, y
una =zona corta y estrecha entre ambos vestibulos donde se
situa el filtro de selectividad. Este wodelo es comun al
canal de hemocianina, al canal de potasic de reticulo sarco-
plasmatico y a los canales de potasic activados por calcio
de tubulo-T y de musculo liso de conejo. El grado de acopla-
miento de los flujos de agua y iones en estos dos ultimos
debe ser similar al que se encuentra en los dos primeros vy
muy diferente al acoplamiento de flujos que presenta el
canal de gramicidina. Recordemos que gramicidina A es un
canal de radio uniforme en tanto que el modelo estructural
del canal de hemocianina y del canal de reticulc sarcoplas-
matico supone dos vestibulos amplios y una zona corta y
estrecha entre ambos.

El objetive generel del presente trabajo es deter-
minar la longitud de la zona donde la difusién cursa en fils
indis para los dos canales de potasio activados por calcio

ya mencionedos. Esto se haré por la medicidn de potenciales

r




de flujo, determinandose el numerc de moléculas

asociadas al ion potasio en dicha zona del canal.

de

i3

agua
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TEORIA

Si una membrans que contiene un canal selectivo a
un cetién es sometida a una diferencie de presién osmética,
se produciréd movimiento de sgua & traves del canal. Este
movimiento arrastrerd 8 su vez cetiones al cual el canal es
permeable. En condiciones de circuito abierto se generara un
potencial eléctrico por el pasco de dichos iones. En el
momento en que el potencial elécirico compense exactamente
la energia gue el agua entregé a los iones, el procesoc se

detendra. El estado de equilibrio se describe por:

N &p, = &p, £13

donde N es el numero de moléculas de agua asociadas al
catién en el interior del canal, Ap,., es la diferencia del
potencial quimico del agua a ambos lados de la membrana Yy
Ap, es la diferencia del potencial electroquimico del catién
a ambos lados de la bicapa.

Supongamos una membrana semipermeable que separa
una solucién de un no electrelito en agua y ague pura. La

diferencia de potencial electroquimico del agus @& ambos

lados de la membrana es:




Ap, = Y, AT (23

donde An es la diferencia de presién osmética a ambos lados
de la bicapa y V. es el volumen molal parcial del agua.

La ecuacién de van’t Hoff para la presién osmébtica

es:

AT = AC, RT (3]

donde AC, es la diferencia de concentracién del no electro-
lito =a ambos lados de la membrana medido en osmoles/kg de
agua , R es la constante de los gases y T es la temperatura

absoluta.

Reemplazando [3] en [2] se tiene:

by, = AC, RT v [43

[

For otra parte la diferencia del potencial elec-

trogquimico del catién se escribe como:

A, = F AV + (RT/F) In (a3 /ayp) [53

donde F es el Faraday, R y T tienen sus significados u-
suales, AV es la diferencia de potencial a través de la

membrana y a.’/ a.’’ es la razén de actividad del catién =a
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través de la misma.
Reemplazando [4] y [5] en la ecuecién I[1]1 se
tiene:

N AC, RT v, = F AV + RT In (ay /7ap) 73

Finalmente podemos encontrar una expresién para el

potencial dada por:

AV = N (RT/F) AC, V., + (RT/F) 1n (av/ai) (a3

El primer término de la ecuacién corresponde al
potencial de flujo generado a través de un canal inserto en
una bicapa sometida a un gradiente osmético. El segundo
término es generado por la diferencia de actividad del
catidén en las zonas adyacentes a la membransa. Esta diferen-
cia se debe a la existencia de capas no agitadas y al flujo
osmético de aguza a traves de la bicapa misma. La magnitud
del segundo término de la ecuacién puede ser medida experi-

mentalmente por wmedio de un ionéforo especifico al catién.
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METODOS

I. - PREPARACION DE VESICULAS DE MEMBRAKA.

A. - Vesiculas de musculo liso de intestino de conejo.

Esta preparacién se realiza de acuerdo al wmeétodo
desarrollado en nuestro laboratorio (Cecchi y col., 1886).
Se sacrifica el conejo por un golpe en la cabeza, inmediata-
mente se abre el abdomen y se extrae el intestino delgado
libre de mesenterioc y tejido adiposc. El intestino es lavado
internamente perfundiéndoloc con una solucién tampén O, 15 M
NaCl, 10 mM TRIS-C1, pH=7, 4. Se cortan trozos de intestino
de aproximadamente 15 cm. de largo, los que son evertidos y
lavados en la misma solucién varias veces. Luego los trozos
son cortados en pedazos mas pequefios (* 2 cm de largo). El
material es pesado y suspendido, en un volumen igual a 3
veces BSuU peso, en la misma solucidén tampoén. El tejido asi
obtenido es sometido a fuerte vibracién mecanica durante dos
minutos para retirarle las células de la mucosa que son
eliminadas por wedio de filtracién al vacio y sucesivos
lavados del material en un embudo Buchner con una solucién
0,75 M KCL, 10 mM TRIS-C1 pH=7, 4. Loe trozoe de intestino
son suspendidos en un volumen de 4 veces su peso en la misma
solucién tampén y homogenizados en una juguera Waring a bajas

velocidad durante 20 s. El1 homogenizado es centrifugado
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a8 9.000 x g durante 90 win y el sobrenadante descartado. El1
sedimento es resuspendidoc en 250 ml. de una solucién 0,25 M
sacarosa, 10 mM TRIS-Cl, pH=7,4 y homogenizado en un homoge-
nizador de tejido (Tekmar Co., Modelo SLR-1810, Cincinnati,
Ohio) durante 30 s. a 3/4 de velocidad y 30 s. a toda
velocidad. El homogenizado es centrifugado a 15.000 x g
durante 30 min. El sedimento se descarta y al sobrenadante
se le agrega KCl sé6lido hasta wuna concentracién final
de 0,75 N, lo que solubiliza las proteinas contractiles. La
suspensién se mantiene en hielo por 30 wmin., centrifu-
gandose luego a 100.000 x g durante 60 min. El sedimento gue
contiene los wmicrosomas se resuspende en un volumen final
de 10 ml. en una solucién 0,25 M sacarosa, 10 mM MOPS-K,
pH=7, 4. Se separan alicuotas de 0,1 ml. y 8se dejan
durante la noche a 2 °C, para que las vesiculas se carguen
con potasio. Al dia siguiente estas alicuotas son congeladas
sumergiéndolas en una wmezcla frigorifica de acetona-hielo
seco y se mantienen refrigeradas a -80 °C hasta el wmomento
de su utilizaciédn.
B. - Vesicules de tubulo-T de musculc esguelético de
conejo.
La preparacién de estas vesiculas se realize segun
el método descrito por Rosemblatt (Rosemblatt y cel., 1981).
Este consiste en extraer ls musculatura de las extremidades

posteriores y espalda de un conejo adulto. Los musculos son
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cortados con tijera en pequefioe trozos y homogenizados en
una juguera Waring con 4 volumenes/peso de solucién tampén
100 wmM KC1, 20 mM TRIS-maleato, pH=7,0 a baja velocidad
durante 30 =s. seguidos de otros 30 s. a alta velocidad. La
suspensién es centrifugada a 10.000 x g durante 30 win; el
sedimento se resuspende en una proporcién 1l:4 (peso/volumen)
en la misma solucién tampdn , homogenizado a baja veloci-
dad durante 30 s y centrifugada a 10.000 x g durante 30 wmin.
Al sBobrenadante se agrega KCl sélido a una concentra-

cién final de 600 mM, para solubilizar las proteinas con-

tractiles; la suspensién es centrifugada a 100.000 x g
durante 60 min. El sedimento es resuspendido y homogenizado
en 30 ml. de una solucién tampén 300 mM sacarosa, 20 mM

TRIS-maleato, pH=7,0 y centrifugado a 100.000 x g durante
60 min. El sedimento resultante es nuevamente resuspendido
en 20 a 30 ml de la misma solucién tampén. La fraccién
microsomal resultante es sometida a una centrifugacién a
85.000 x g durante 20 hr. en una gradiente discontinua de
sacarosa (25%, 27,5% y 354 p/v). La fraccién utilizada se
ubica en una banda en la interfase 25%, 27, 5% la cual es
resuspendida en un pegquefio volumen de tampédn y centrifugada
a 80.000 x g durante 60 min. Posteriormente es separada en
alicuotas y congelada sumergiéndola en una mezcla frigorifi-
ca acetona-hielo seco. Se mantiene refrigerada a -80 =<C

hasta su utilizacidén.




o

-

n

GENERADOR DE PULSOS Y NIVELES D.C
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Figura 1.

Los pulsos se generan en un conjunto de circuitos
KNOR (CMOS) que estén conectados de modo tal gque funcionan
como un oscilador. En el punto 11 del CD 4001 1la amplitud de
los pulsos es S volt (voltaje de la fuente que lo alimenta).
La resistencia de 100 K y el potenciémetro P. permiten gque
la amplitud de ios pulsos varien ente O - 9 mV. Los niveles
de potencial son generados por una pila de 1,5 V, el signo
del potencial se escoge por medio de S,; en la posiciédn
superior escoge V>0, en la posicién inferior V<O (el polo
positivo de la pila queda conectado a tierra Yy 1 negativo
al divisor) vy en la posicién intermedia V=0. La amplitud
maxima de los niveles D.C. es ajustada con el potenciémetro
de S5 KQ. Dos pilas de 1,5 V, P; y la resistencia de 30 K@
forman wuna fuente de corriente, dando un potencial en la
resistencia de 100 Q que permite compensar la diferencia de
potencial de los electrodoe en cada experimento.
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II.- EQUIPO ELECTRICO
A. - Generador de pulsos.

El generador de pulsos (figura 1) en su disefio
contemple dos wmodalidades de funcionamiento. La primera
modalidad genera un tren continuc de pulsos rectangulares de
potencisl, con lo gue se puede seguir el curso temporal del
procesc de formacién de la bicapa. La segunda wmodalidad
consiste en las generacién de nivelese constantes de voltaje
(niveles D.C.) para establecer una diferencia de potencial a
través de la bicapa. Estos niveles D.C. se obtienen de un
divisor de tensién, construido con un potencidémetro (10 KQ)
calibrade y una beteria de 1,5 V, con esto se logra un
intervalo de potenciel que ebarce entre -200 mV y +200 wmV
(Alvarez, 1986). Ademés es posible compensar la diferencia
de potencial gque por construccién tienen los electrodos.
Estc se hace aplicando un potencial igual perc de signo
contrarioc al que presentan los electrodos, éste es generado
por dos pilas de 1,5 V y modulado por un potenciémetro.

B. - Conversor corriente-voltaje.

Un conversor corriente-voltaje (figura 24) se
construye wutilizando un amplificador operacional con una
resistencia de retroalimentacién. En este circuito el poten-
cial medidc a la salida es funcién de la corriente de entra-
da y de la resistencie utilizada: Vo =-IR,. Utilizando R,

igual =& 1 gigas ohm (10%Q), el factor de amplificacién es




ImV/1 pA.

C.- Amplificedor inversor de ganancie variable.

Este tipo de amplificadores se construye utilizan-
do un amplificador operacional, une resistencie de acceso
(Ri) y une resistencie de retroaslimentacién (Re). La ampli-
ficacién en un amplificador inversor es funcién de la rela-
cién entre las resistencies de eacceso y retroaslimente-
cién: Vo= - Vi R, /Ri. Si se colocan resistencias de re-
troalimentecién en paraelelo, de manera que se conecta una =&
la vez, se obtienen tantas ganancias como resistencies se
utilicen. En este caso se construyé un amplificador con
ganancias 10x, 20x y 50x (figura 2B). Este circuito ademas
tiene 1la posibilidad de sumar un voltaje constante a la
sefial de salids, de manera gue se pueda ajustar la linea
basal a voluntad. Para elloc se emplea un segundo amplifica-
dor operecionsal (utilizado comoc sumador) al cual llegan
simultaneamente la sefial de salida del primer amplificador y
un potencial constante gue se obtiene de un divisor de
tensién construido con un potenciometro de 10 vueltas y 1la
fuente de slimentacién de los amplificadores (26 V).

D.- Filtro activo.

Cuando se amplificas una sefial se tiene de manera
concomitante un aumento del ruido eléctrico. Paras mejorar la
relacién sefial-ruido se utiliza un filtro activo - que eli-

mina fundamentelmente las altas frecuencias - cuya frecuen-
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SISTEMA DE MEDICION Y AMPLIFICACION DE CORRIENTE

CONVERSOR AMPLIFICADOR DF GANANCIA
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Figura 2.

A. - Conversor corriente-voltaje. El potencial a la
salida del conversor es Vo = I x R., siendo I la corriente
de entrada y Ry es la resistencia de retrocalimentacidn, cuyo
valor es 1 = 10% 4.

B. - Amplificador de ganancia wvariasble y sumador.
Por medic de un interruptor se puede escoger una de las tres
resistencies en parelelo puestas como resistencias de re-
tromlimentacidén del primer amplificador NE 5534. Esto per-
mite amplificar la sefial gue proviene del canversor 10, 20 o
50 veces. Un nivel de voltaje generado por un potencidmetro
de 10 vueltas y la fuente de alimenteacién de los amplifica-
dores es llevade al punto de suma del segundo amplificador
NE 5534, permitiendo ajustar la linea basal a voluntad.

W
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cia de corte puede ajustarse a voluntad. Normalwente =se
eliminaron frecuencias mayores gue 1 KkH=z., de modo que las
transiciones del canal entre el estado abiertc y el estado
cerrado fueran claramente discernibles.

E.~ Sistema de grabacién.

El1 sistema de grabacibén conste de uns interfase
andloga-digitel y digital-anidloga de 8 "bits" gue toma
15. 000 nmuestrae/s. La sefial digitelizade se grabae en cintas
magnéticas utilizando una grabadora de video y puede recupe-
rarse en forma enaléagics mediante la misma interfase (dise-
finda y construida en el laboratorio de Fisiologia Celular,

Facultad de Ciencias, Universidad de Chile).

III.~ METODOLOGIA EXPERIMENTAL

A.- Prepsracién de lipidos.

Todas las bicapas utilizades pera realizar leos
experimentos fueron hechas con fosfatidiletanolamina (PE)
coma Yvnico lipido. En el momento de su utilizacidén a una
cantidad apropiade de una soluciétn de PE en cloroformo,
mantenida &8 -20 *C, se le evepora el salvente por medioc de
nitrégena gaseoso, y se agrega n-decano como solvente, hasta
lograr una solucion 15 mwmg/ml o 20 wmg/ml.

B. - Soluciones de no electrelite.
Para preparar estes soluciones se recurrié a un

manual pares saber le concentracién , en gramos/iitro de una




MONTAJE EXPERIMENTAL

TRANSDUCTOR
CORRIENTE - VOLTAJE

Ry Efsctrodo Ag/AgCl

—+Agar/KClIM

Pelicula de tefion

- Cdmare d¢e Tefldn

Figura 3.

La camara de Teflén (& cm. de largo, 4 cm. de
ancho, 1,5 cwm. de alto) define dos compartimientos de 3 ml
cada uno. En el compartimiento cis se aplican los pulsos ¥y
loe niveles de potencial y se agregan las vesiculas de
membrana. Al lado trans se conecta el transductor corriente-
voltaje (tierra wvirtual). Las conexicones a la camara se
hacen por medio de electrodas Ag/AgCl y un puente agar/KCl 1

M (a: conector del electrodo, b: solucién KC1 1 M, c: tubo
para salida de esire). Los electrodos de potencial y corrien-
te gon iguvales. La membrana se forma en el agujero (350 pm)

que posee la pelicula de Tefldén adherida al tabigque diviso-
rioc per medio de grasa de silicona. El potenciael a la salida
del conversor es: Vo = - I x Ry




eolucién osmolar. Se prepara la solucién de KCl y un cierto
volumen se utiliza para disolver en él, la cantidad de no
electrolito necesaria de acuerdo al valor leido en las
tablas. Ocasionalmente se corrobora la osmolaridad de las
scluciones por medio de un osmémetro.

C. - Formacién de bicapas.

Las bicapes se forman en camaras de Teflén (figura

2§ I Cade cémaera posee dos compartimentos, con una capacidad
de 3 ml. cada uno, separados por un tabigue que tiene un
corte en forma de V. Adyescente &8 cade compertimento existen

tres e&agujeros comunicedos con éste gque permitiran le& conec-
cién con leoe electrodos y el cambio de soluciones del com-
partimento. En el tabique se adhiere una lamina de Teflén
(25 pm de espesor), por medio de grasa de silicona, con un
agujerc de diametro ccnocido (350 pm) 8 través del cusal
guedaréan en contectoc las scluciones de ambos compartimien-
tos. El agujero se practica en la lamina con un sacabocado
hecho con una aguja hipodérmica cortada y afileada.

Para formar le bicaps se splica la solucién de
lipidos en n-decanc en el agujeroc de le léamina de Teflén,
utilizando una varillas de vidrio pulida sl fuego. Se dejs
evaporar el sclvente & temperastura embiente por 5 & 10 min.
¥y luegec se llenan ambos compartimentos con las socluciones
necesarias de cloruro de potasio de acuerdo con el experi-

mento a realizar.




La céamara es colocada en un soporte que descansa
sobre una base de metal o granito de gran pesc colocada
sobre una camara de neumatico de auto. Colocando este mon-
taje en el interior de un refrigerador en desuso y haciendo
una buena conexién a tierra el sistema queda libre de inter-
ferencias wmecanicas, acusgticas y eléctricas. Bajo la camara
misma se situan 2 wotores con un iman que, al girar, wmoveran
sendos pequefios agitadores wagnéticos colocados en cada
compartimento.

La camare se conecta el sistema de registro por
medic de un per de electrodos reversibles Ag/AgCl y un
puente selino de Agar/KCl 1M (1% p/v). Se define el compar-
timiento cis como el lade donde se aplicaran los pulsos
rectangulares y los niveles D.C. y donde se agregaran las
vesiculas de membrana; se define & su vez el lado trans como
agquél donde se conecta el transductor corriente-voltaje,
siendo este compartimento tierra wvirtual. Utilizando el
generador de pulsos en el modo de pulsos rectangulares, se
despliega en el osciloscopio una sefial caracteristica indi-
cando continuidad eléctrica entre ambos compartimentos.
Aplicando la solucién de lipidos al agujero con la varilla
de vidric (gque gqueda bajo el nivel de las socluciones) se
observa la formacién esponténea de la bicapa (Mueller vy
col., 1963) por la presencia de una corriente capacitiva. El

area de la bicapa en formacién estéd dada por la integral de




la corriente en el tiempo, que es proporcional al cambio de
voltaje y a la capacidad del condensador en formacién (Alva-
rez y Latorre, 1978). El sistema de wmedicién se calibra por
medio de un condensador de capacidad conocida, con lo cual
puede conocerse la capacidad final de la bicapa.

Una vez gque la membrana se estabiliza se determina
su resistencia. Para ello se aplica un nivel D.C. y sBe
amplifica la sefial de salida del conversor corriente-voltaje
hasta tener wuna sensibilidad de 10 pA/V. Normalmente se
trabajé con bicapas de 250-450 pF de capacidad y una resis-
tencia 2 5 x 10%* Q.

Una vez obtenida una bicapa de las caracteristicas
mencionadas, ge agregan al lado cis 5-10 pl de la prepara-
cién de vesiculas, agitando permanentemente hasta gque se
verifica la incorporacién de un canal de potasio activado
por calcic a la bicapsa. Esta incorporacién se evidencia por
un salto discreto en la corriente que circula a traves de la
membrana. Si se produce la incorporacién de dos canales o
mas, todos los saltos tendran la misma amplitud. En el caso
del canal de potasio de musculo liso es necesario imponer un
gradiente de concentracién S00/7100 mM KC1 (cis/trans) a
través de la bicapa para que exista incorporacién. Sin
embargo =si se utiliza una concentracidén de potasio mayor o
igual a 300 mH, no es imprescindible establecer dicho gra-

diente. Para el canal de tubulo-T la incorporacién espon-




téanea sBe produce en soluciones siwmétricas de KCl igusles o
mayores a 100 mM; para concentraciones mas bajas (20 wmM)
también es necesario un gradiente, en este caso 100720 wmM
KCl, a través de la membrana. Cuando el canal es incorporado
en gradiente de concentracién, se procede inmediatamente a
perfundir el lado cis de la camara para establecer condi-
ciones de simetria. En la figurea 4 se muestre le incorpora-
cién de un cenal de potasio de tubulo-T en socluciones simé-
tricas de KC1l 300 mM, aplicando un potencial de 40 mV.

D.- Protocolo experimental.

Todos los experimentos que se realizaron comparten
el mismo protoceolo experimental. Le uUnice diferencia estribe
en les concentraeciones de KCl y el no electrolito impermean-
te utilizaedo paera establecer el gradiente ocsmético.

Luego gue se verifica le incorporacién de un canal
y =se lo tiene en condiciones simétricas de KC1l, se aplican
niveles D.C. entre *12 wmV variendo el potencial en pasos de
2 mV cada vez y se determina la corriente asociede & cadsa
uno de estos potencieles. En elgunas ocasiones fue necesario
agregar calcio para aumentar la probebilidad de aperturs de
un canal. Se utilizé como concentracién final maéaxima 100 pM
Ca®* en el medio.

Una vez que se tiene la curva corriente-volteaje en
condiciones simétricas (curva control) se procede a estable-

cer el gradiente osmético. Pera ello se perfunde el lado cis
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Figura 4.

La incorporacién de un canal de tubulo-T en wuna
bicapa gque separa soluciones simétricas KC1 300/300 wmM se
evidencia por un salto discreto en la conductancia basal de
la wmembrana (cb). El estado abierto del canal (o) puede
discriminarse dadas las transiciones (t) hacia la linea
basal. El1 potencial aplicado es 40 wmwV. El registro se

realizé en presencia de agitacién, de alli el ruido de baja
frecuencia en la sefial.




de la cémara con un volumen de 30 wml de 1la solucién no
electrolito/KCl. Para ello se utiliza un sistema de jerin-
gas, de volumen idéntico, en gque una extrae Yy la otra inyec-
ta solucién al compartimento de manera simultanea. Cuando
era necesario se utilizaba la misma concentracién final de
calcico en el medioc que en el experimento control. Una vez
perfundido el lado cis con la solucién respectiva se procede
a determinar las corrientes asociadas =& los distintos
potenciales entre 12 mV.

Después de determinar las curvas control y experi-
mentel se Bgrega a cada compartimento 10 pl de una solucién
etandlica de valinomicina 3 pM, alcanzando una concentracién
final en el compartimento de 10 nN. Se agita constantemente
durante 2 a 3 min. y luego de cortar la agitacién se aplica
un potencial de magnitud y sentido necesaric para obtener
corriente igual & cero. Este valor es el correspondiente al
potencial de dilucién gque se origina por la diferencia de
concentracion local de potasio debido &l flujo de agua en
las capas no agitadas, vecines & les superficie de la membra-

na.

IV.- ANALISIS DE LOS DATOS.
Por mwedio de un registrador térmico los registros
de corriente son llevados & cintas de papel graduado. Se

mide, para cada potencial aplicado, la corriente gue circula




a través del canal, correspondiendo ésta al salto discreto
de la corriente sobre el nivel basal de la wewbrana. Las
mediciones se llevan a cabo con la ayuda de una regla gra-
duada en 1/2 de wmiliwmetro. Conociéndose la calibracién del
sistema  de medicién existe siempre una eguivalencia entre
lose milimetros y los pA de cada salto discreto. Para cada
experimentoc =se obtienen 13 pares de datos los que fueron
sometidos a una regresién lineal para determinar la mejor
recta gue ajusta estos valores. Los paréametros obtenidos de
estas rectas ajustadas son: la conductancia del canal (que
corresponde a la pendiente de la recta) y el valor del
potencial al cual la corriente es cero para los casos con-
trol y experimental. Segun se expusoc en el capitulec de
teoria, el potencial total que se mide corresponde al poten-
cial de flujo a través del canal mas el potencial debido a
la diferencia de actividad del cation a ambos lados de 1la
bicapa por la presencia de las capas no agitadas y el flujo
osmético de agua a través de la bicapa. La magnitud de este
ultimo potencial se determina midiendo el potencial =& co-
rriente cero en presencia de valinomicinsa. El potencial de
flujo es la diferencia entre el potencial (experimental) al
cual la corriente es cero y el potencial a corriente cero

medido en presencia de valinomicina.
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RESULTADOS

Segun se explicé en el capitulo de métodos el
protocolo experimental regquiere de la medicién de las co-
rrientes Qque circulan a traves del canal al aplicar poten-
ciales peguefios (212 mV). En la figura 5 se muestra un
registro de las fluctuaciones de un canal de tubulo-T al
aplicar potenciales pequefios, en presencia de glucosa a una
concentracién de 2 Os/kg. El canal fue incorporado en
soluciones simétricas KCl 100 mM.

I.- POTENCIALES DE FLUJO.

Cuando se somete una bicapa lipidica - que con-
tiene wun canal permeable a un catién especifice - 8 un
gradiente osmético el agua se moverad de un compartimento a
otro =& través del cansal, impulsada por la diferencis de
presidn osmética. En un primer instente a través del cansal
pasara también el catién permeante arrastrado por las molé-
culas de ague; la acumulecién de carga en el ladec que con-
tiene el no electrolito impediréd el flujo de iocnes. Sin
embargo 1la separacién de cargas que se produce generard un
potencial eléctrico a ambos lados de la bicapa cuando 1la
corriente es cero. Este potencieal es el potencial de flujo
(Vs).

Al mismo tiewmpo la presencia del gradiente osméti-
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Figura S.

Registros de las fluctuaciones de un canal de

tabulo-T, en presencilia de glucosa 2 Os/kg en el lado cis y
solucién KC1l 100 mM simétrico, al aplicar potenciales peque-
fios. Los potenciales aplicados se indican a la derecha de

cada registro. El estado cerrado del canzl se indica con c-.
Obsérvese gque la corriente cero se encuentra en el registro
de 4 mV. Si1i se comparan dos registros de igual potencial vy
diferente signc se observa una gran asimetria en la corrien-
te que circula a través del canal. Esto trae como consecuen-
cia que la curva corriente-voltaje en presencia de glucosa
se desplace hacia la derecha respecto de la curva control.
Para estos registros la minima resolucién de corriente fue
de 0,5 pA.




co hara que el agua se mueva a través de la bicapa desde el
compartimento trans al compartimento cis. Por lo tanto en la
vecindad de la superficie cis de la membransa, Y como conse-
cuencia de las capas no agitadas adyacentes a ells, la
actividad del catién seré& wmenor que en el senc de la solu-
cién contenida en el compartimento cis. Este fenémeno gene-
rara un potencial que se denomina potencial de dilucién. La
magnitud del potencial de dilucién se determina haciendo 1la
bicapa permeable especificamente al potasio por medio de un
ion6éforo tal como valinomicina. Este potencial (Vv) es el
potencial eléctrico generado por la diferencia de concentra-
cion de potasio a ambos lados de la bicapa.

De manera que cuando se establece wun gradiente
osmético a través de una bicapa que contiene un canal se
mide un potencial total (Vo) que es la suma del potencial de
flujo y del potencial de dilucién. Utilizando la ecuacién
(12] expuesta en el Apéndice, se obtiene la siguiente expre-
sién para determinar el numerc de moléculas de agua (N), que
existen dentro de la zona estrecha del canal en asociacién

al ion:

Ve = Vo - Vv = N x cte (mV).

En un experimento tipico se obtienen los valores

del potencisl de corrimiento (Vo) respecto del centrol y el
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CURVAS CORRIENTE -VOLTAJE EN PRESENCIA
Y AUSENCIA DE GLUCOSA

I(pa) ¢

Bl

O KCI 007100

® KCI 1007100+ Glc 2 Os/kg
2k

Figura 6.

En presencia de un gradiente osmético impuesto por
glucosa a wuna concentracién 2 Os/kg, la curva experimental
(8 ) se desplaza hacia la derecha respecto del control (D).
El potencial de corrimiento, Vo, corresponde al potencial en
que la corriente es cero. Se sefiala el potencial de dilucién
en el punto Vv; determinado por medio de valinomicina & una
concentracién 10 nM. Las rectas que se muestran corresponden
8 las regresiones lineales de los datos experimentales.




potencial de dilucién (Vv). En la figura 6 se mueestra uno de
estos experimentos en que se sefialan dichos potenciales.
Para este caso particular Vo = 4,55 mV y Vv = 2,8 mV
entonces Vs = 1,75 mV. El nimero calculado de moléculas de

agua es: 1,9.

II.- POTENCIAL DE FLUJO Y OCUPACION DEL CANAL.

La ecuacién descrite nos sefiala el numeroc de molé-
culas de ague gue acompafian 2 un ion en la zona donde la
difusién esté restringide & curser en fils india. Ahors bien
si en selgun momento dentro de le zona estrecha hay mas de un
ion ; de qgue manera se efectara el potencial de flujo 7
Supongamos gque el cenal contiene dos icones, el numerc de
moléculas de agua en su interior debe disminuir, disminuyen-
do & su vez le magnitud del potencial de flujo en términos
absolutos, dada la proporcicnalidsd entre éste y N. Parsa
determinar si existe una variacién en este potencial que
podria depender del numerc de iones en la =zona cortas vy
estrecha se realizaron experimentos en un intervalo de con-
centraciones de potasio que iban desde 20 mM a 500 mM.

En la table 1 se muestran los valores de potencial
de flujo y el numero de moléculas de agua correspondientes
en experimentos realizados con el canal de potasioc activado
por calcio de tubulo-T. Debe recordarse gue para poder

aplicar la ecuacién [12] {(Apéndice) que estima el numero de




I [KC1l1 1| Vo | Vv I Ve | N |
I (mM) | (mV) i (mV) I {mV ) | |
R e e |
[ I 4,07 I 2, 20 i 1,88 i 2,0 i
I 20 | 3, 67 | 2,20 i 1,47 i 1,6 |
| | 4,24 I 2,50 i 1,74 | 1,9 |
e il |
{ I 3,52 | 2,20 I Y32 | i,4 I
i 100 i 4,5S i 2,80 | 178 } 1,9 |
t i 3, 95 I 2, 40 | 1,55 | 1,7 |
R it |
| | 5, 56 1 4,00 | 1,56 { 1,7 i
I 300 | S, 37 i 3, 80 i Y. 57 | 1,7 |
| | 5,18 i 4,00 i 1; 18 | 1,3 |
f o i i i et e i et e S I
| | g, 88 | 9, 00 | 0, 88 | 1,0 |
| S00 i 12,68 I 11,00 | 1,68 i 1,8 I
| | 4, 31 { 3, 40 1 0,91 | 1,0 i

Tabla 1: POTENCIALES DE FLUJO Y NUMERO DE MOLECULAS
DE AGUA MEDIDOS A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE POTASIO EN
EL CANAL DE Tubulo-T.

Vo (potencial de corrimiento) se mide estableciendo
un gradiente osmético a través de la bicapa al perfundir el
lade cis de la céamera con una solucién de glucoss disuelta
en la correspondiente solucién de KC1. Vv {potencial de
dilucién) se determina luego de agregar a ambos lados de 1la
camara 10 pl de una solucién 3 pM velinomicina. Los valores
para el potencial de flujo (Vs) son las diferencias entre
los potenciales enteriores. La estimacién de N, el numero de
moléculas de agua, se cobtiene de las ecuacién: N = Vs x 0, 46
(mV). Se muestre el valor promedic de N y su correspondiente
desviscién estandard. La concentracién de glucosa utilizada
para generar el gradiente osmético fue 2 Os/kg (1,37 M),
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moléculas de agua, es necesario que los valores se expresen
para 1 Os/kg. Al inspeccionar los datos se observa que el
potencial de flujo presenta una tendencia a la dismwminucién a
medida gque la concentracién de potasio aumenta. Realizando
un test estadistico de andlisis de varianza se obtiene
p > 0.053, con lo cual las diferencias no son significativas
y pueden deberse al azar. El valor promedioc calculado de N

es 1,6 * 0, 1.

I11.- COMPARACION DE DOS CANALES DE POTASIO ACTIVADOS POR

CALCIO.

En 1la tebla 2 se muestran los valores del poten-
ciael de flujo, su valor promedioc y N estimade para tres
experimentos en dos preparaciones diferentes: tubulo-T de

musculc esgquelético y musculo lisco de intestino de conejo.
Lo que se confronta es el numerc de molécules de agua conte-
nidas en el interior de la zona estrecha de ambos canales.
Se tiene entonces que el canal de musculo liso contiene en
le zona corte y estrecha un méximo de dos moléculas de agua;
al igual gue el canal de tubulo-T. Los experimentos compara-
dos fuercon llevados a cabo en socluciones simétricas KCl1 @
una concentracién 300 mM. Para establecer el gradiente osmé-

ticc en el lado cis se utilizé glucosa 2 Os/kg.
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i Ve i Ve | N |

t {(mV) i {(mV) i i
| o i e e J oo e s I
! I\ 0,89 | I |
{ Musculo lise | 0,77 | 0,83 + 0,049 | 1,80 = 0,10 |
i | 0o, 84 l | |
J o et i s i o e o e P i i i o I
i | 0,78 I | |
I tibulo-T I 0,79 | 0,72 + 0,092 1 1,957 & 0,20 1|
1 I 9,99 | | |

Tabla 2: COMPARACION DE LOS POTENCIALES DE FLUJC Y
NUMERO DE HMOLECULAS DE AGUA PARA DOS CANALES DE POTASIO
ACTIVADOS POR CALCIO.

Se wuestran los valores del potencial de flujo express-
dos para 1 0, =su valor promedio y el numero de moléculas de
eagua estimadoc paere los cenales de potasio activados por
calcic gque se encuentran en musculo lisc de intestinc de
conejo y en tubulo-T de musculo esquelético de conejo.

En ambos cascs se utilizé una concentracién de 300 mM
KCl y glucose como no electrolito impermeante = unea
| concentracién 2 Os/kg. :
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IV.- CAMBIOS EN LA CONDUCTANCIA Y RESISTENCIAS DE ACCESO.

Cuando 8se realiza la medicién del potencial de
corrimiento (Yo) para determinar el potencial de flujo se
espera que la recta resultante se desplace a la derecha de
la curva control y que ambas rectas se mantengan paralelas.
Sin embargoc nuestros resultados muestran un cambioc en la
pendiente de la recta experimental. Esto significa que 1la
conductacia del canal disminuye en presencia del no electro-
lito (figura 6). La figura 7 muestra la razén promedio de la
conductancia experimental y la conductacia control (g./g.) a
diferentes concentraciones de KCl. La conductancia del canal
se determina de la pendiente de la curva I/V. g« Qe es
independiente de la concentracién de KCl y su valor es:
0,73 =% 0,03; esto indica gue la conductancia del canal en
presencia de glucosa 2 Os/kg cae un 27% respecto de 1la
conductancia control.

La conduccién de los iones & traves de un canal
implica el pasc de éstos desde la sclucién a 1la boca o
vestibulo, luego el paso del ion & través de la via de
conduccién (zona corte y estrecha) y finslmente el paso
desde el segundo vestibulo a la solucién del otro lado.
Podemos decir gue cada una de estas zonas del canal repre-
senta wuna resistencia sl pasc del ion; de manera gque un
canal iénico puede ser tretadcoc desde un punto de vista

eléctrico como tres resistencias en serie. Dos resistencias,
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Figura 7.

En presencia de glucosa 2 Os/kg se tiene una
disminucién de la conductancia del canal de tubulo-T. Esta
disminucién, segun se muestra, es independiente de la con-
centracién de KCl utilizada. Cada punto corresponde al pro-
medic de tres experimentos y su desviacién estandard.




llamadas resistenciase de acceso, gQue corresponden a los ves-
tibulos o© bocas del canal y una tercera resistencia que
corresponde a la via de conduccién misma. Denominaremos a la
resistencia de acceso citoplasmatica (lado cis) R,, a la
resistencia de la zona corta del canal R: y a la resistencia
de acceso del lado trans R. (figura 8a). La reeseistencia
total del canal es:
Ro = R, + Re + Rj.

Cuando el canal es sometido & un gradiente osméti-
co su conductancia disminuye, lo gue significa gue su resis-
tencia a8l pasc de los iones sumenta. Comc la solucién hi-
perosmética esté en contacto con el vestibulo cis podemos
suponer gque el aumento en la resistencia total del canal es

debido e£6lc al cambio de la resistencia del vestibulo cis y

qgue las otras dos resistencias se mantienen constantes (fi-
gura 8b). En este caso la resistencia del canal en condi-
ciones experimentales se escribe como:

Re = R, + Re + Riy.

Ahora bien, ; Cudl es el sentido fisico de esta
resistencia R,’ ? Al agregar un no electrolito como glucosa
a una solucién de cloruroc de potasio se tiene un cambio sus-
tancial de las propiedades de los iones en solucién. En
particular la movilidad de los iones se ve altamente afecta-
da por la presencia de glucosa en la solucién. Esto =se

desprende de experimentos en que se midié la conductancia de
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CONTROL
R2

Cis Trans

Figura 8.
A.- Un canal que presenta dos vestibulos y una
zona central estrecha puede representarse como tres resis-
tencias en serie. Siendo R: la resistencia de acceso del

vestibule cis, R: la resistencia de la zona estrecha del
canal y R: la resistencia del vestibulo trans.

B.- S5i las propiedades de conduccién del canal se
modifican por la presencia de una molécula en el wvestibulo
cis entonces Re y Ri se mantienen inalteradas. Sin embargo

el vestibulo cis presenta una resgistencia diferente =&l
transporte de los iones: R, "’
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Figura S.

Soluciones de cloruro de potasio en presencia de
un no electrolito tal como glucosa presentan una disminucién
de la conductancia. La disminucién porcentual para cada una
de las curvas es igual, aproximadamente 1/2 de la conducti-
vidad de la solucién KCl pura para las scluciones KCl/gluco-
sa 2 Os/kg. Las curvas que unen los puntos no corresponden a
ningun ajuste teérico.
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soluciones de KCl/glucosa (figura 9), y la viscosidad de las
mismas. De manera gque existe una relacién directa entre la
disminucién de la conductancia del vestibulo cis y la dismi-
nucién de la conductancia de la solucién.

Para determinar la magnitud del cambio en la re-
gietencia de acceso del lado cis se pueden plantear las
eiguientes ecuaciones. La diferencia de resistencias entre
el canal con glucosa y sin glucosa es:

AR = Re - Ro = R:,’ - R,

Dade que la conductancia equivalente de la solu-
cién KCl/glucosa 2 Os/kg disminuye 2,35 veces respecto de la
solucién de KCl pura, se tiene:

R, = 2,35 x R,

Por lo tanto, R: = AR/1, 35 [141]

La suposicién implicita en esta derivacién es que
todo el cambio en la conductancia (resistencia) del canal se
debe a la presencia de glucosa en el vestibulo cis y que ni
la resistencia de la zona corta del canal (R:), ni la resis-
tencia de acceso del lado trans (Ri) se ven afectados por la
presencia de glucosa en el vestibulo cis. Adema&s suponemos
que la solucién desde el punto de vista de su conductancia
se comporta de igual wmanera en la boca del canal y en la
celda del conductimetro.

En la tabla 3 se muestran los valores de las

resistencias en condiciones contrel (Ro) y experimental
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Utilizando estos valores de resistencia y la ecuacién

(R; ) [

(Re).

(141 se calcula el valor de la resistencia de acceso

Suponiendo R, = R; se puede calcular la resistencia de 1la

zona corta del canal (Re). Esta Gltime resistencia corres-

ponde a un 1/3 de la resistencia total del canal
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t [KCl1 | Ro | Re | R: I Re |
I (mM) i (GRY | (GR) | (GR) | (GR) |
P e o T R T T 5 Tl S e S i s i 5 I
i | 3,4t 4,6 | 0,8 1| 1,8 1
i 100 | 3,3 | 4,7 1 1,0 1 1,3 ¢
1 i 351 4,51 0,7 1 2,1 1
s e s e e o S 5 i
i | 3,01 4,4 | 1,04+ 1,0 1
i 300 + 3,11 4,31 0,9 1 1,3 1|
I f 3,01 4,11t 0,8 1 1,4 1
o i i S i
l t 2,014+ 2,7 1 0,5 1 1,0 1
I S0 | 2,2 | 3,01t 0,6 | 1,0 |
| I 2,3 3,21 9,71 8,9 i

Tabla 3: VALORES DE RESISTENCIA DEL CANAL DE
Tabuleo-T MEDIDOS A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE POTASIO.

Ro y Rs son los valores de la resistencia total del
canal, en condiciones control y experimental respectivamen-
te, determinados del reciproco de la conductancia. La condi-
cién experimental se establecié generando un gradiente osmé-
tico con soluciones KCl/glucosa (2 Os/kg). R, es la resis-
tencia del vestibulo (R, = Rs), calculada segun [14]. R. es
la resistencia de la zona corta y estrecha, calculada de:
Ro - 2 R..
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DISCUSION

I.- LONGITUD DEL CANAL DE POTASIO ACTIVADO POR CALCIO.

Segun se indicé en la introduccién la metodologia
utilizada en el presente trabajo ha permitido determinar la
longitud de tres canales diferentes. En el caso de gramici-
dina A existe una discrepancia en la determinacién del
numeroc de woléculas de agusa. Rosenberg y Finkelstein
(Rosenberg y Finkelstein, 1578a; 1978b) determinan un valor
de 7 woléculas de agua para este canal (a concentraciones
relativamente bajas de electrolito), en cambioco Levitt
(Levitt y col., 1978) estima que estas son 11. Estas dife-
rencias se deben a que los experimentos realizados por
Levitt no toman en cuenta la presencia de un potencial de
dilucién, por 1lo tanto el valor para el potencial de flujo
que él obtiene es en realidad el potencial total; Vo = Vs +
Vwv. Esta sobreestimacién del potencial de flujo trae como
consecuencia un calculo erréneoc de N.

For otro lado nos parece importante destacar que
dada las propiedades de transporte de la wvalinomicina
(Pinkerton y col., 196%), ésta no contribuye al potencial de
flujo, i. e., no existe movimiento de agua a través de vali-
nomicina. De maners que la presencia del ionéforo en el

medic permite determinar unicamente la magnitud del poten-




cial de dilucién.

El velor gue se obtiene para H (numero de molécu-
las de sgua) es un numero Ifraccionario. Esto esignifica gue
dentro del cenal pueden heber 1 6 2 molécules de agua en
egociacién al ion. Evidentemente 2 moléculas de aguas es la
cote puperior para la situacién descrita. Se estima la
longitud maxima de la zone corte y estrechs utilizando un
radio iénico para el potasio de 1,33 A ¥y un radic molecular
para el agus de 1,39 A (Robinscon y Stokes, 1570).

La longitud méxime calculade de la zona corta es
de uno= 0,8 nm en donde pueden situarse un ion potasio y dos
molécules de agua en file india. En 1l figura 10 se muestra
un esquema de la estructura propuesta para la zona corta vy
estrecha del canal.

La derivaciédn de la ecuacidén ¥s = H x 0;46, des-
crita en el Apéndice, supone gue H es el numero de moléculas
de agus que escompafian &8 un ion en el interiocr de un cansl, o
una zona del canal, donde la difusidn curse en fila india.
Reglizende un analigi=z estedistico de los potencieles de
fiujo obtenideo =g diferentes ceoncentraciones de potasic se
demostré que las diferencias entre muestras no seen signifi-
cativas (p > 0.03). Entonces podemos decir que en el inter-
valo de concentraciones utilizedas el canal contiene en el
interior de su zona corta y estrecha como méximo dos molécu-

las de &gua en asociacién a un ion. Sin embargo tembién




MODELO DE LA ZONA ESTRECHA DEL

CANAL DE TUBULO-T

Vestibulo (.39 &° 133 2\ Vestibulo
Cis H20 H0 * Trans

/////C 8.22 A° —

Figura 10.

Namero maximo de moléculas de agua en asociacidn
al iomn, en la zona donde 1a°difusidn es en fila india. Con
un redioc molecular de 1,39 A para el agua y un radio idnice
de 1,33 2 para el potasio, e tiene una longitud de 8, 22 2
para la zona corta y esirecha del canal de potasio activado
por Cat* de tubulo-T.
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podria argumentarse que pueden existir cuatro moléculas de
agua y dos iones. Se ha demostrado que la existencia de dos
iones s=simultéaneamente en el interior del canal (Cecchi y
col, 1986) es iwmprobable incluso a concentraciones de KC1
tan altas como 1 M. Por lo tanto la zona corta y estrecha
acomoda en su interior un scolo ion potasio y dos moleculas
de agua en asociacién con éste. Basandonos en lo anterior
podemos estimar gque la zona corta y estrecha, de ambos
canales de potasioc activados por calcio, tiene una longitud
maxima de unos 0,8 nm.

Existe gran cantidad de evidencias que apunta a
una esimilitud entre el canal de potasio activado por calcio
de +tubulo-T de musculo esquelético de cconejo y el canal de
potasic activado por calcio de musculo liso de intestino de
conejo. Con los resultados expuestos se tiene una evidencisa
mas de diche similitud.

Para corroborar la validez de los resultados ex-
puestos se realizaron una serie de experimentos de determi-
nacién de potenciales de flujo pero esta vez en presencis de
sorbitol comoc no electrolito para establecer el gradiente
osmético. Los resultados de dichos experimentos son concor-
dante con los primeros. En el interior de la zona estrecha y
corta se ubican como méximo 2 moléculas de agua en asocia-
cién & un ion potasio. Esto indica gue los resultados de los

potenciales de flujo medidos no son atribuibles a un efecto

ro
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particular de la glucosa sobre el canal.

Ya =se ha establecido que en presencia de un no
electrolito se deterwina un potencial total gque es la suma
del potencial de flujo a través del canal y un potencial de
dilucién a través de la bicapa; ademas existe un término gque
corresponde a la diferencia de potencial que tienen los
electrodos por construccién. De manera que Vo = Vs + Vd +
Ve. Por otra parte cuando se adiciona valinomicina al wmedio,
y dado que las corrientes medidas son dos ordenes de magni-

tud mas grandes que las corrientes que circulan a través del

Vd + Ve. Realizando la diferencia entre

canal, entonces Vv
el potencial total y el potencial de valinomicina se tiene:

Vo - Vv = Vs + Vd + Ve - (Vd + Ve) = Vs; por lo
tante no es imprescindible realizar experimentos control

para llevar a cabo las determinaciones de potenciales de

filujo.

1I.- MODELO ESTRUCTURAL DEL CANAL Y LONGITUD CALCULADA.

Los resultados expuestos anteriormente, junto con
los resulados cobtenidos por Alfredoc Villarroel (Villarrocel,
1986}, permiten decir que los canales de potasio activados
por calcio de tubulo-T de musculo esquelético de conejo y de
misculo liso de intestinoc de conejo se asemejan a un reloj
de arensa. Poseen dos grandes vestibulos de aproximadamente

1 nm de largo cada uno y entre ambos vestibulos existe una

)




zona corta y estrecha que mide 0,8 nm de largo.

Hille (Hille, 1984) acufié el término "filtro de
selectividad®™ para denominar a agquella zona del canal en que
el ion permeante interactia estrechamente con la proteina.
Se postula que el canal de tubulo-T presentaria dicho filtro
de selectividad en wuna zona corta y estrecha (Latorre vy
Miller, 1983), que puede ser descrito como una constriccién
del lumen de éste. En este punto nos parece importante hacer
notar gque se hace necesario determinar el radio de la =zona
corta y estrecha del canal. Para ello deben realizarse
mediciones de potenciales de flujo en presencia de no elec-
trolitos de tamaficos menores que la glucosa tales comoc aceta-
mida y formamida para concluir cual es el diametro molecu-

lar minimo gque excluye el canal y asi completar el wmodelo

estructural que se propone.

III.- RESISTENCIAS DE ACCESO Y CONDUCTANCIA DEL CANAL.

El estudic de las vias de accesc realizadas en
este canal (Villarroel, 19861), demuestra que ambos vestibu-
loe no son idénticos. El vestibulo cis se asemeja a un
embudo de un radio de a lo menos S nm y una profundidad de
1 nm terminando en wuna constriccién abrupta; en tanto el
vestibulo trans tiene un radio de 3-4 nm, el cual disminuye
progresivemente haste unos 2 nm & una profundidad de 1 nm.

Ademéas el vestibulo irans tiene caracter polar en contra-
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pesicidén con el vestibulo cis que es hidrofébico. Esta
asimetria de las vias de acceso implica de manera inmediata
gque la aproximacién R, = Ry no es del +todo correcta. Es
indispensable, entonces, realizar experimentos en presencia
de glucosa en el lado trans del canal y determinar de que
manera la conductancia de éste sBe ve © no afectada.

Si la difusidén de los iones en los vestibulos de
este canal, no presentaran limitacién alguna entonces la
conductancia del canal estaria dada eminentemente por la
magnitud de la resistencia de la zona corta y estrecha a los
iones. S5i las magnitudes de estas resistencias (de acceso y
de la zona corta) llegan a ser comparables entonces 1la
conductancia del canal esta determinada por toda la estruc-
tura del canal y no por una zona en particular (Lauger,
1976)

De 1la tabla 3 se desprende que en el casc del
canal de potasic activado por calcio la magnitud de 1la
resistencia de les zona corta y estrecha es 1/3 de la resis-
tencia total. Letorre y Miller (Latorre y Miller, 1983)
postulan gque la difusién de los iones en los vestibulos
cursa de la misma manera gue en sclucién y gue la conductan-
cie del canel esta determinada por le zona corta. De acuerdo
a los resultados expuestos en el presente trabajoc el
transporte de los iones & través del canal esta determinado

no sclo por la resistencia de ls zona corta y estrecha =i no

Lﬂ
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también por la resistencia aportada por ambos vestibulos del
canal. El flujo de los iones a través del canal, en presen-
cia de un potencial de transmembrana, drenara iones del
vestibulo cis y se produciréa una acumulacién en el vestibulo
trans, en consecuencia se generara un gradiente de concen-
tracién y un cawmbio en la caida de potencial entre el vesti-
bulec y el senc de la solucién (Lauger, 1976; Andersen vy
Procopio, 1580; Andersen, 1983). Por lo tanto cualguier
modelc de conduccién gue se formule pare estos canales de
potesioc ectivedos por calcio, deben necesariamente tomar en
cuenta la contribucién de las resistencias de los vestibulos
en la via de conduccién del canal.

La explicacién para la disminucién de la conduc-
tancia del canal se basa principalmente en la disminucidn
de la movilidad de los iones en presencia de glucosa. En
sintesis l& presencia de glucoss hace que la concentracién
efective del ion en el vestibulo del canal sea menor gue la
concentracién del mismo ion en la boca en condiciones con-
trol. La cantidad de iones que el canal transporta es mencr
porque la concentracién disponible del mismo es menor.

Otro punto gue nos parece importante se refiere al
métodeo utilizadeo pere la determinacién de la magnitud de las
resistencias de cada zona del canal. 5Se supusc que el canal
puede ser tratado como tres resistencias en serie y que la

variacién de une de las tres resistencias puede explicar la




disminucién de la conductancia de todo el canal. Eeto supone
que la presencia de glucosa en el lado cis solamente afecta

dicha resistencia y que la resistencia intrinseca del canal

no cambia. El mismo argumento es valido para la resistencia
del vestibulo trans. Se ha descrito disminucién de la con-

ductancia del canal de hemocianina en presencia de glucosa y
sacarosa (Menestrina y Pasguali, 1984). La explicacién pro-
puesta para la caida de la conductancia de este casnal se
basa en evidencias que demuestran un cambio de la estructura
cuaternaria de la hemocianina por interacciones con dichos
no electrolitos. Ellos no realizan ninguna conseideracién de
cambics de las propiedades de la solucién por la presencia
de glucosa o sacarosa. Es importante destacar que no puede
descartarse wun cambio de la estructura cuaternaris de 1la
proteina del canal de potasic activado por calcio al inter-
actuar con glucoess, lo gue puede traer comoc consecuencia un
cambio en las propiedades de conduccién de los iones &

través del canal.

IV.- CONCLUSION GLOBAL.

Los canales de potasio activados por calcio aisla-
dos de tubulo-T de musculo esquelético de conejo y de wmem-
brana de ceélulas de musculo liso de intestino de conejo
presentan wuna zona corta y estrecha cuya longitud maxima

alcanza 0,8 nm en la cual pueden situarse Z mcléculas de
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agua y un ion potasioc en fila india. Los canales de hemocia-
nina (Cecchi y ceol., 1881), de reticulcoc sarcoplasmico, de
tubulo-T y de musculo liso de intestino de conejo comparten
el wodelo arquitecténico de dos grandes vestibulos y una
zona central corta y estrecha. Las magnitudes de los poten-
ciales de flujo obtenidos en los canales de potasio activa-
dos por calcio de tubulo-T y de musculo liso son similares a
aquellos medidos en los canales de hemocianina y de reticulo
sarcoplasmico. Esto en contraposicién con los potenciales de
flujo medidos para el canal de gramicidina A que es mas bien

un cilindro de radio uniforme del miswmo largo que la bicapa.
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APENDICE

Para realizar las siguientes derivaciones se toma-
ron como punto de partida algunas ecuaciones descritas por
Rosenberg y Finkelstein (Rosenberg y Finkelstein, 1978a,
Finkelstein y Rosenberg, 1979).

Supongamos un cenal idealmente selective a ca-
tiones, incorperado & une bicaeps lipidica separando dos
socluciones simétricas de un electrolito. Uno de los compar-
timentos (compartimento 2) es perfundido con wuna solucién
del mismo electrolito y un nco electrolite impermeante. Al
establecerse el gradiente osmético se generard un fluje de
agua y iones desde el compartimento 1 sl compartimento 2. Si
el circuito eléctrico esta abierto, es decir los iones no
pueden retornar al compartimento 1 por un circuitoc externo
(I = 0 ), entonces se generarad un potencisl eléctrico, por
el paso de los iones. El proceso se detendra cuando dicho
potencial, gque se opone al movimiento de los iones, compense
exactamente la energia gue el agus entrega a los iones. El

estadoc de eqguilibrio se express como:

N poom + pom = Np.@+ g o (13

donde p. es el potencial quimico del agua y p. es el poten-




cial electroquimico del ion.
Bajo las condiciones descrites le especie que esta
formalmente en equilibrio es el catién hidratade por N

moléculas de ague; la ecuacién anterior puede expandirse a:

g, NRT Tn X_m + pim + FVim = g, NRT In X @ + i@ + FVa [213

donde g es el coeficiente cosmético racional; X. es la frac-
cién molar del agua; p: es el potencial gquimico del catién;
V es el potencial electrostéatico y R, T, F tienen sus signi-
ficados usuales. Reordenando la ecuacién anterior se obtiene

la expresidén para el potencial:

Vin-Viy = Vo = (NRT/F)[g, In Xyom - @, 1n X @) + (uim - p@)/FL3)

El primer termino de la ecuacién es el potencial
de flujo generado por la diferencia de presién osmética a
ambos lados de la membransa, el segundo términoc de la ecua-
cién representa la contribucién al potencial dadas por la
diferencia de actividad del catién a ambos lados de 1la
membrana. Este término puede hacerse cerc ajustando la con-
centracién del electrolito de manera gue la actividad del
catién sea igual en ambos compartimentos. En la préactica
este término se corrige realizando experimentos contreol con

ion6éforos especificos al catién. La expresién para el poten-
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cial de flujo es:

Vi = (NRT/F) [g, Tn X,m - g; Tn X_m] (41

Por otra parte, se define:

g; In X, = -(W,/71000) L vm &, (513
donde W, es el peso molecular del agua; m es la concentra-
cién wmolal del scluto; \)es el nimero de moles de iones

formados desde un mol de electrolito y £, es el coeficiente
osmbético molal de la sustancia i. Reemplazando [S] en la

expresién [4] se tiene:

V, =(NRT/F)[-(W, /1000) 2m, &, (m + (W, /1000) (m; &, + 2m, &, @) ILE]

donde &, y €. es el coeficiente molal osmético del no elec-
trolitc y del electrolito respectivamente.
Una nueva expresién para el potencial de flujo

‘ estd dada por:

| .
| V= (NRT/F)L#, (nya/n.m) + 2% @ (now/nu@ -2& o (n o/ngm 7]
\

I seiendo n, el numero de moles de 1i.

Si se cumple que la osmolaridad del electrolito es




67

la misma en ambos compartimentos y si ademas la concentra-
cién del no electrolito impermeante es mucho mayor que la

concentracién del electrolito en el mismo compartimento;

entonces:
RT Ny
Vi, = N -- & -- [83
F n,
Ya tenemos una expresién para el potencial de
flujo. Ahora veremos de gque manera éste se relaciona con la

diferencia de presién osmética. Tomemos la siguiente defini-

cidbn:

gi In X, = - (W; Y, /RT) (93

donde n;, es la presién osmdética del compartimento i, Vv es
el volumen molar parcial del agua y R, T tienen sus signifi-
cados usuales.

Reemplazando [9] en [4] se obtiene la siguiente

ecuacién, la cual nos da la relacién directa entre el poten-

cial de flujc y la diferencia de presién osmética:

Vi = (NRT/F)[-(W, V_/RT) + (W, V_ /RT)] = N A% V_/F) [1013

| Finalmente podemos escribir:
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]
RT ng AT Vv,
| Vi =N -- 8§, -- = N -=-== [111
\ E n, F

Para socluciones 1 osmolal el término (2, N, )/ Na

vale 1/55.6, dado que %, es igual a 1. RT/F & 20 °C tiene un
valor de 25.6 mV. Reemplazando estos valores en la ecuacién
[8] se tiene una expresién, para el potencial de flujo, dada

por:

Ve = N x 0,46 (mV) [121

De maners que determinandoc experimentalmente el
valor del potencial de flujo y utilizando la ecuacién Lx23,
se puede calculsr el numerco de moléculas de agua que acompa-

w fian 8 un ion dentro de un canal, =i se supone que la difu-

5i6n estd restringida 8 cursar en "fila indias".

‘ La derivacién anterior supone, ademas, gue el
sistema estd en eguilibric termodinamico. Sin embargo se
pueden definir ecuaciones fenomenolégicas que describen 1la
corriente asociada y el flujo de volumen a través de uns
bicapa, con  un canal iénico incorporado, que separa sclu-
cicnes eimétrices de electrolito y sometido & un gradiente
osmético por la presencia de un no electroliteo en uno de los
compartimentos.

Para una membrana que separa scluciones salinas

simeétricas se pueden escribir las siguientes ecuaciones
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fenomenolégicas para la corriente y el flujo de volumen:

i.- I =1L, AV + L,, AP

ii.- J =L, &V + L,, &P

donde I es la corriente que circula a través de la membrana,
J. es el flujo de volumen a través de la misma, AP es 1ls

diferencia de presién del sistems, AV es les diferencia de

potencial @a ambos lados de la bicapa y L,,. son los coefi-
cientes fenomenolégices.

Despejendo dichos coeficientes y dadas las rela-
ciones reciprocas de Onsager se encuentra la siguiente ex-

presién pera el potenciel de flujo:

Vl-l
N' -- AP (1331
F

&=
"

donde N’ es el numerc de moléculas de agua en un canal que
presenta difusién en fila india, V. es el volumen molal
parcial del agua, AP es la diferencia de presién oemética vy
F es el Faraday. De wanera gque la expfesibn Ve = N x cte
puede ser derivada desde un punto de vista clasico o por
medio de la teoria de la termodindmica de los procesos

irreversibles, la cual no contiene ninguna suposicién impldi-

cita a cerca de la ocupacién del canal.




