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RESUMENES DE SIMPOSIOS

I.— ASPECTOS CITOFISIOLOGICOS DE LA REPRODUCCION
Y DESARROLLO TEMPRANO EN MAMIFEROS

1. Histofisiologia testicular: el tejido peritubular.

BUSTOS-OBREGON, E.— Unidad de Biologia Celu-
lar, Departamento de Biologia Celular v Genética,
Universidad de Chile, Sede Norte.

El tejido peritubular comprende un conjunto de
células y material intercelular organizado junto a
la membrana basal del epitelio seminifero v que
envuelve al tubulo. Los patrones de organizacién
estructural de este tejido varian seglin la especie
y su estudio comparativo resulta de interés para
analizar la motilidad tubular y el transporte de
sustancias hacia el tibulo.

Las células peritubulares son contractiles y se es-
tima que correspondan a miofibroblastos. Su ultra-
estructura recuerda la del musculo liso v la plena
diferenciacién filamentosa dcl citoplasma es depen-
diente de estimulacién androgénica.

Pese a su alto grado de diferenciacion, las célu-
las peritubulares del adulto retienen capacidades
sintéticas propias de las células conjuntivas, de
las cuales derivan en el periodo fetal. Entre otros
productos presentes en el material intercelular, ellas
sintentizan coldgeno y, presumiblemente, polisaca-
ridos de la matriz intercelular.

En algunas especies estas células presentan unio-
nes estrechas con tal frecuencia que sélo una pe-
quefa fraccibn de la superficie tubular estid efec-
tivamente en contacto directo con sustancias lle-
gadas por el torrente circulatorio. Sin embargo, el
sitio efectivo de la asi llamada “barrera hemato-
testicular” radica en las uniones estrechas entre las
células de Sertoli. Se delimitan asi dos comparti-
mentos en el epitetelio germinal, uno basal, en di-
recto contacto con la membrana basal y pcblado
por espermatogonias y espermatocitos al inicio de
la meiosis (es decir, un compartimento prolifera-
tivo), y otro adluminal, correspondiente al final de
meiosis y evolucién de las espermétidas (especiali-
zaci6én y diferenciacion celulares), cuyo nexo con la
membrana basal lo constituyen las células de Ser-
toli. Aparece evidente que éstas juegan efectivamen-
te el rol de intermediario “bridge cell” metabdlico
que ha sido propuesto en base a criterios morfo-
16gicos y funcionales, y que esta compartamenta-
lizacién del epitelio germinal puede constituir la
base anatémica para la creacién de un microam-
biente que asegura la compleja evolucién de las
células germinales.

Experimentos criticos diseflados para visualizar
el transito de macromoléculas biolégicamente im-
portantes (p. ej., gonadotrofinas) a través de los
elementos de la barrera hemato-testicular (tejido

peritubular, células de Sertoli), parccen necesarios
para una mejor interpretacion funcional de las c¢b-
servaciones ultraestructurales, empleando trazado-
res electrén-opacos.

La definiciéon de la cinética celular y de la acti-
vidad sintética (p. ej., por método radioautogra-
fico) de las células peritubulares, dveas ambas muv
poco conocidas en la actualidad, pueden esclarecer
las relaciones entre fibroblasto y miofibroblasto, a
la vez que aportar datos para la comprension de
la diferenciacidon normal v patolégica del tejido
peritubular,

2. Control de la ovogénesis y de la unidad foliculo-
huevo en mamiferos.

ARRAU, J— Laboratorio de Embriologia, Departa-
mento de Fisiologfa-Embriologia. Instituto de Cien-
cias Bioldgicas, Universidad Catélica de Chile.

En las hembras de mamiferos, el ciclo completo
de la ovogénesis termina en la ovulacién, es decir,
la salida del ovocito del ovario. El ovocito es ovu-
lado después de haber eliminado el primer polo-
cito, cuando se ha completado la primera divisién
de maduracién.

La ovogénesis no es un proceso continuo como
la espermatogénesis. La primera divisién meidtica
del ovocito empieza en c¢l ovario embrionario v
alcanza s6lo hasta el estado de diploteno, en el
cual se detiene. Este proceso se reanuda después
de semanas, meses o afios (dependiendo de la es-
pecie), s6lo unas pocas horas antes de la ovula-
cion. Este estado de reposo o intervalo entre el
diploteno y la diacinesis se denomina estado de
dictioteno o ‘“dictyate state”. Su nticleo toma un
aspecto especial denominado ‘“‘vesicula germinati-
va”. En términos de morfologia ovérica, toda la
ovogénesis se manifiesta como multiplicacién ovo-
gonial, formacién de ovocitos y foliculos primor-
diales, foliculogénesis y crecimiento ovocitario, ma-
duracién del ovocito y ovulacién.

En el ovario embrionario, sélo las ovogonias que
se rodean de “células foliculares” pueden continuar
su evolucién; estas células provienen del estroma
y de la “rete ovari”. Las relaciones con estas cé-
lulas se mantienen intactas hasta s6lo algunas horas
antes de la ovulacién.

En base a multiples pruebas experimentales, en
la actualidad no se puede considerar al ovocito
separado del foliculo que lo contiene. El complejo
“ovocito-foliculo” funciona como una unidad. Nor-
mal y fisiolégicamente, la meiosis se reanuda bajo
la influencia de las gonadotrofinas hipofisiarias,
descargadas ya sea espontaneamente al principio
del estro o por el estimulo de la cépula. Sin em-
bargo, la reanudacién de la meiosis, hasta la for-
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macién del 2° huso de maduracién, se produce igual-
mente bajo dos circunstancias: 1. en la atresia fo-
licular, que ocurre después de la hipofiscctomia, y
2. en los ovocitos separados del foliculo, cultivados
in vitro. Al cultivar i vitro un foliculo con su
ovocito, este ultimo mantiene su nicleo al estado
de vesicula germinativa. Recicntementc, ha sido po-
sible demostrar que si al medio de cultivo se le
agrega 107 células de la granulosa -—obtenidas de
ése o de otros foliculos—, o bien, liquido folicular,
se inhibe la ruptura de la vesicula germinativa.

En la rata, la maduracién de los ovocitos en sus
foliculos puede ser inducida agregandoc al medio de
cultivo o inyectando en la cavidad folicular LH,
FSH, Prostaglandina E: o ¢-AMP.

Por otro lado, hay cvidencias experimentales de
que las células aisladas de la granulosa se luteini-
zan espontadneamenie cuando son cultivadas in vitro.
Lo mismo se¢ obscrva cuande sc cultivan trozos
de pared folicular o al cxtracr el ovocito del fo-
liculo (ovectomia).

Sobre esta base podemos concluir que: 1. las cé-
lulas de la granulosa estarian producicndo una(s)
sustancia(s) quimica(s) de naturaleza ain descono-
cida, 1a cual se liberaria al liquido folicular y ac-
tuaria sobre el ovocito, impidiendo la ruptura de
la vesicula germinativa. 2. El ovocito estaria pro-
duciendo un (os) factor (es) que, de algin modo, ac-
tuaria sobre la capa de células granulésicas de la
pared folicular, manteniendo su integridad e impi-
diendo su luteinizacién. Por lo tanto, el ovocito es-
taria jugando el rol de cstructura “luteostatica’.

3. Lla fecundacién como un problema de fusién de

membranas.

BARROS, C.— Laboratorio de Embriologia, Depar-
tamento de Fisiologia<Embriologia, Instituto de
Ciencias Biolégicas, Universidad Catélica de Chile.

En mamiferos, la fecundacién podria definirse co-
mo una sccuencia r-uy precisa de cuatro fendme-
nos cuyo comun denominador es la fusién de mem-
branas.

En el primero de ellos, la membrana externa
del casquete acrosémico se fusiona con la plasma-
tica adyacente formando poros que permiten la sa-
lida de enzimas acrosOmicas para facilitar el paso
del espermio a través de las células del camulo
o6foro vy corona radiata. En el segundo, la mem-
brana externa del segmento ecuatorial se fusiona
con la plasmatica, hecho que se ha interpretado
como necesario para cl paso del espermio a través
de la zona pelicida. Ambos fendémenos ocurren de
tal modo que se asegura la continuidad de mem-
brana alrededor del espermio. Esto es, en el nri-
mero, la membrana plasmatica se continla con la
acresémica externa, y, en el segundo, lo hace con
la acrosdémica interna.

En el tercer fenémeno, la membrana plasmaética
del oocito se fusiona con la plasmdatica esperma-
tica de la regi6n post-acrosémica, etapa que cs,
sin lugar a dudas, la mas importante, puesto que
permite la formaciéon del zigoto. Sin embargo, las
membranas gaméticas que no se fusionaran a me-
nos que se hayan producido los dos primeros fe-
n6émenos, v, en momentos muy precisos de la cro-
nologia de la fecundacion.
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El cuarto fenémeno es consecuencia del tercero,
y consiste en la fusién de la membrana de los gra-
nulos corticales con la plasmatica ovular.

La fecundacibn, concebida entonces como una or-
denada serie de fendémenos de fusidn de membra-
nas, se constituye en un caso particular de un fe-
némeno general y basico, facilitando asf su com-
prensién y analisis.

La fusién implica que en la organizacién molecu-
lar de la membrana debe existir un cierto grado
de fluidez que permita una alteraciéon en la dispo-
sicibn macromolecular de las membranas. En el
desencadenamiento de estos cambios se deben con-
jugar varios factores, tales como una separacién
maxima de 10A°, desplazamiento de iones Calcio
y ATP, y establecimiento de puentes inter-membra-
nas. Todos estos cambios pueden ocurrir como re-
sultado de modificaciones en cl medio en que sc
encuentra la célula, o bien, como consecuencia dec
cambios intracelulares.

En la fecundacién, los fendmenos de fusién de
membranas parecen cstar asociados a variaciones
del medio extracclular. Los cambios fisico-quimicos
del medio ambiente espermatico provocarian cam-
bios en las enzimas acrosémicas, las quc, a su vez,
podrian inducir tanto la fusién de memibranas en el
acrosoma como la fusion de Jas membranas ga-
méticas.

Toda una serie de reacciones, que se iniciaria
con la activacién de ATPasas, tanto en la mem-
brana plasmatica como en la acrosémica externa,
movilizaria calcio al interior del acrosoma. Como
consecuencia, se activarfan las proteinasas acro-
sémicas y/o fosfolipasas que, actuando sobre los
fosfolipidos de las membranas, llevarian a una
desestabilizaciéon que culminaria con el primer feno-
meno de fusidn, neccsario para iniciar este complejo
proceso.

4. Diferenciacién antes de la implantacién.

IZQUIERDO, L.— Seccién de Biologia Celular y del
Desarrollo, Departamento de Biologia, Facultad de
Ciencias, Universidad de Chile.

En el embrién de mamiferos, antes de la implan-
tacién, se ha realizado observaciones que interesan
al analisis de la diferenciacion celular.

Observaciones metabélicas. Hay sintesis de diver-
sas clases de RNA desde el embriéon de dos células,
en ratén, con incremento importante en la moérula
inicial. También entonces es maxima la incorpora-
cién de precursores de proteina por célula. La fos-
fatasa alcalina es la Unica enzima que “aparece” en
¢l embrién preimplantacional;, otras enzimas estu-
diadas presentan curvas caracteristicas de actividad
en funciéon del estado o tiempo de desarrollo. Di-
versos inhibidores de transcripcién y traduccion
detienen el desarrollo de embriones in vitro. Culti-
vando en medios artificiales, ha podido observarse
que los requerimientos nutritivos se modifican du-
rante el desarrollo preimplantacional.

Observaciones genéticas. Las manifestaciones bio-
quimicas de accién génica necesaria se confirman
con los casos de mutantes letales. El més estudiado
es el t%/t?, que interrumpe su desarrollo antes de
diferenciarse el blastocisto. No se sabe cémo los
genes t" producen su efecto letal, pero se presume
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que sea por la sintesis de algin componente de
superficie celular, puesto que los anticuerpos anti-
teratocarcinoma, que son activos contra la mo-
rula y espermios normales, no lo son contra los
portadores del gene t®,

Observaciones citoquimicas. Coinciden con los
cambios metabblicos citados y no sefialan en forma
indiscutible la diferenciacién entre regiones del em-
bridn, —excepto en el caso de fosfatasa alcalina.

Observaciones de regulacion embriénica. Blasto-
meros aislados del estado de dos células pueden
generar un blastocisto y también puede obtenerse
fusionando embriones, hasta el estado de moérula
avanzada.

Diferenciacién del blastocisto. La formacién del
blastocele y diferenciacion del trofoblasto puede
explicarse por la posicidon central o periférica de
los blastémeros en la moérula. Asi se¢ ha demostrado
por recomposicién de embriones y por diversos
otros métodos. Pero ademds del factor especial se
requiere un factor temporal, como podria ser el
numero de ciclos celulares, el agotamiento de al-
guna substancia, el crecimiento de la superficie ce-
lular u otros. La determinacién del trofoblasto coin-
cide con la aparicién del blastocele v con la obser-
vacién, al microscopio electrénico, de uniones estre-
chas entre las células periféricas.

Se discute el problema de relaciones celulares
que plantean las experiencias de regulacién embri6-
nica y se proponen modelos que podrian dar cuenta
de la diferenciaciébn, como una consccuencia de
modificaciones de membrana celular.

11— ETANOL.

5. Mecanismos de acclén del etanol a nivel de neuro-
transmisores centrales.

BUSTOS O. G.— Departamento de Neurobiologia,
Instituto de Ciencias Bioldgicas, Universidad Caté-
lica de Chile.

Observaciones de tipo indirecto sugieren que al-
guno de los efectos neurofarmacolégicos del etanol
se deben a una accién de esta droga sobre neu-
ronas monoaminérgicas localizadas en el cerebro.
Resulta, por lo tanto, interesante estudiar si alguno
de estos efectos se explican por una accidén del
etanol sobre la sintesis y liberacién de catecolami-
nas desde el terminal monoaminérgico.

Para este efecto, cortes de cuerpo estriado de ra-
ta se incubaron en un medio Krebs-Ringer-Fosfato
(KRF) que contenia L-Tirosina — C* (U) o L-Tiro-
sina — 35 — H3. La dopamina (DA) radiactiva re-
cién sintetizada o la liberada en el medio se ais-
laron por cromatografia en columna.

El etanol (04% — 0.8% P/V) agregado directa-
mente al KRF normal no altera la conversién de
Tirosina — C* en DA — C%, La ausencia de Ca++
o la presencia de K+ (55 mM) en el KRF aumen-
tan significativamente la formacién de DA — C"
a partir de Tirosina — C*., El etanol 0.2% — 08%
P/V) no altera el aumento de formacién de DA —C*
inducido por la ausencia de Ca++. Sin embargo, el
etanol inhibe totalmente la estimulacion de la sin-
tesis de DA — C* inducida por el ién K+. Este
efecto del etanol no parece ejercerse a través de
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una inhibicién del transporte de Tirosina — C" al
interior del terminal dopaminérgico.

La liberacién de DA recién sintetizada desde cor-
tes de cuerpo estriado se estudié usando un siste-
ma de superfusion.

Fl etanol (04 — 0.8% P/V) agregado al medio de
superfusién no modifica la liberaciéon inducida por
K+ (55 mM) de DA — H? recién sintetizada. Se es-
tudié entonces la actividad de la enzima tirosina
hidroxilasa (TH) en cortes estriatales incubados
previamente en un medio rico en K+. La activi-
dad TH se midié en el sobrenadante de 105000xg
resultante de la homogenizacién de los cortes. La
presencia de K+ (55 mM) en el medio KRF au-
menta significativamente la actividad de la TH es-
triatal. La activacién de la enzima resulta al dismi-
nuir la KXm con respecto a los sustratos, tirosina
y tetrahidropteridina (DMPH:), y al aumentar la
Ki con respecto al producto inhibitorio, es decir, DA.
El etanol no medifica la actividad TH de cories
incubados en KRF normal; sin embargo, el etanocl
inhibe totalmente la activacién de la TH producida
al incubar los cortes en un medio KRF rico en
K+. Este efecto del etanol se manifiesta atn a
concentraciones tan bajas de 0.2% (P/V).

Resumiendo: se ha encontrado que la depolariza
cién producida por K+ aumenta la sintesis del neu-
rotransmisor en el terminal dopaminérgico y que
esto posiblemente se debe a un cambio en las ca-
racteristicas cinéticas de la enzima limitante en la
sintesis de DA, la TH; resultando una enzima actj-
vgada con mayor afinidad por los sustratos, tiro-
sina y DMPH,, y una menor afinidad por el pro-
ducto inhibitorio normal, es decir DA. El etanol,
?gregado en concentraciones compatibles con una
intoxicacién moderada in vivo, inhibe especifica-
mente esta activacién. Se estudian actualmente las
causas de este fenémeno como asimismo el rol que
pueda jugar en la adquisicién de tolerancia y de-
pendencia fisica al etanol.

6. Influencia del propranolol en el tiempo de sueiio
inducido por etanol.

MUNOZ C. y GUIVERNAU, M.— Departamento de

Farmacologia, Universidad de Chile, Sede Santiago
Norte.

El ql-propranolol, bloqueador de receptores beta-
adrenérgicos, inhibe “in vitro” las deshidrogenasas
alcohodlica y aldehidica, e “in vivo” interfiere en al-
gunas acciones de fArmacos depresores del sistema
nervioso central. El isémero dextrégiro del propra-
nolol carece de accidn en los receptores beta-adre-
nérgicos, pero conserva las acciones metabélicas del
dl-propranolol.

Se estudié el efecto del dl-propranolol en la du-
racién del suefio inducido por inyecciébn de etanol
en ratones y se comparé con el efecto del d-propra-
nolol. Se estudi6, asimismo, el efecto del dl-propra-
nolol en animales en que se inhibié la deshidroge-
nasa alcohoélica con pirazol.

El dl-propranolol redujo significativamente la du-
racién del suefio inducido por etanol, tanto en ra-
tones normales de ambos sexos como en los pre-
viamente tratados con pirazol. En cambio, el d-pro-
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pranolol no modificé el tiempo de suefio en esas
condiciones experimentales.

En la interpretacién de estos resultados se da
cuenta de la concentracidn sanguinea dz etanol en
el momento de despertar y se analize el rol de
los receptores beta-adrenérgicos en los efectos del
etancl en el sistema nervioso central.

7. Influencia del etanol sobre la reactividad y la con-
tractilidad cardiaca.

PENNA, M.— Departamento de Farmacologia, Uni-
versidad de Chile, Sede Norte.

En corazén aislado de cobavo perfundido sectn
la técnica de Langendorff con solucién Tvrode des-
provista de glucosa, presenta, sucesivamente, dis
minucién de la frecuencia, prolongacién de la con
duccién A-V, extrasistoles ventriculares, disociacién
A-V v finalmente fibrilacién ventricular. Esta fi-
brilacién ventricular se previens cuando la solucién
Tyrode contiene glucosa o se recupera a ritmo re-
gular si se agrega glucosa al nerfundido durante
la fibrilacion. El etanol (1 a 15 g/I) también ver
mite prevenir o recuperar a ritmo regular la fibri-
lacion ventricular provocada por falta de sustrato.

En experimentos realizados en la preparacion de
musculo papilar aislado eléctricamente, dirigido v
bafiado en solucién Ringer Locke sin glucosa (309),
oxigenada (95% O:; 5% CO»), se estudid la interfe.
rencia del etanol sobre la tension desarrollada du-
rante periodos de observacién prolongada o en es
tado de agotamiento del misculo v no se observé
cfecto significativo sobre la tension. Sin embared,
durante la hipoxia prolongada (35% N: 5% CO.)
se preduce una disminucién gradual de la tension
desarrollada, que a los 10 y 20 minutos de obser-
vacién, no fue significativamente diferente en el
grupo testigo con respecto a los musculos incuba-
dos con etanol, pero a los 30 minutos de hipoxia,
la tensién fue mayor en los misculos tratados con
etanol que en los testiges. Durante la reoxigenacién
se produjo en ambos grupos una recuperacion .in-
mediata pero fugaz de la tensién desarrollada, que
a Jos 2 minutos es significativamente mayor en los
miisculos con etanol (m =+ sm; 1036 + 8%) que
en el grupo testigo (80 =+ 10% P<0.02), diferencia
que persiste a los 30 minutos de reoxigenacién
(677 + 24% versus 48 =+ 41% P< 0.01).

El estudio de la actividad alcohol-deshidrogenasa
(ADH) en el corazén de 25 ratas evidencié activi-
dad enzimética a partir de pH 95 hasta 0.8 y és-
ta fluctud entre 250 a 300 muMoles de etanol por
gramo de tejido fresco por minuto y corresponde
aproximadamente de un quinto a un décimo de la
actividad enzimatica del higado. Un estudio simi-
lar realizado en el corazén de 25 cobayos muestra
dos zonas de pH en las cuales hubo mavor activi-
dad enzimatica, una alrededor de pH 95 y ofra
mayor entre pH 10 a 105, que alcanza a 410 mpMoles
de etanol por gramoc y por minuto.

Los resultados permiten plantear la idea que el
etanol pudiera ser utilizado para fines energéticos
cuando el miocardio se fuerza a ello, es decir, en
ausencia de otro sustrato en el medio o cuando
se ha sometido previamente a la hipoxia.
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8. Efecto de firmacos sobre el apetito de alcohol.

SEGOVIA-RIQUELME, N., HEDERRA, A. v MAR
DONES, J— Departamento de Farmacologia, Uni
versidad de Chile, Sede Santiago Norte.

Se hard una revisibn acerca de los efectos que
producen diferentes fArmacos, scbre el consumo vo-
luntario de alcohol en ratas y ratones. Se pondra
especial énfasis en el efecto de aquéllos que alteran
la funcién del sistema nervioso central.

Los trabajos realizados por diferentes investiga-
dores difieren ampliamente, tanto en el método
utilizado para medir el consumo de alcohel como
en las razas de los animales empleadas en los ex-
perimentos. Las investigaciones de nuestro labora-
torio se han realizado en ratas de los linajes UChA
(no bebedores) y UChB (bebedores).

9. Problemas genéticos en el estudio del alcoholismo.

CRUZ-COKE, R.— Departamento de Medicina, Uni-
versidad de Chile, Sede Norte.

Existen claras evidencias que el “alcoholismo” es
una enfermedad familiar. Sin embargo, debido a
que no ha sido posible identificar a ningin pol-
morfismo genético bioquimico relacionado con él,
los genetistas no tienen ningin fenotipo especifico
con el cual hacer analisis de segregacién, con la
sola excepcién del daltonismo azul-amarillo, ligado
al sexo. Se discute si este defecto es genético o
adquirido en los alcohdlicos. Los siguientes hechos
sugieren que la hipbtesis de un tipo de alcoholis-
mo; un apetito patolégico al alcohol esté contro-
lado por un gen ligado al sexo: 1) Dimorfismo se-
xual en la prevalencia en relacién al equilibrio ge-
nético de Hardy-Weinberg; 2) Diferencias de fecun-
didad compatibles con el modelo de un polimor-
fismo genético ligado al sexo; 3) Genealogias con
patrén tipico de herencia ligada al sexo; 4) Ausen-
cia de correlacién entre dafio hepatico por alcohol
v defectos de visiébn de colores; 5) Correlacién en-
tre daltonismo azul-amarillo y apetito patolégico y
farmacolégico por alcohol; 6) Presencia de defec-
tos de visién de colores azul-amarillo en parientes
no alcohdlicos de pacientes alcohélicos. Actualmen-
te estamos estudiando un andlisis genealégico por
segregacién y estudio de ligamento para confirmar
0 rechazar esta hipétesis. Probablemente un tipo
de alcoholismo o una fraccién de los alcohdlicos son
enfermos verdaderamente genéticos controlados por
un solo gen o en un locus con varios alelos, tal
como se ha descubierto recientemente en la Gota
familiar y en ¢! Enfisema familiar (deficiencias de
antitripsina y de fosforibosil transferasa de Hipo-
xantina-Guanina). Para identificar un fenotipo al-
cohélico estamos usando el sistema de dividir a la
poblacién, segin el apetito al alcohol, en diversas
categorias: rechazo, indiferencia, fisioldgico, farma-
coloégico y patoldégico. Un problema genético con-
ceptual es la alta prevalencia del alcoholismo y su
relativo alto riesgo moérbido de los parientes de
primer grado, que revelarian al fenotipo alcohdlico
como un conglomerado de defectos metabdlicos
mentales agrupados artificialmente dentro de un
modelo fijo y rigido, fabricado por los médicos cli-
nicos y los psiquiatras.
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FACTORES HUMORALES EN LA HOMEOSTASIS
CIRCULATORIA.

10. Accién inhibidora de la corticotensina sobre el efecto
presor cde la angiotensina y noradrenalina.

FASCIOLO, J.C., RISLER, N.R., RABITO, SF.. BI-
NIA, A.— Instituto de Fisiopatologia, Facultad de
Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Cuyo,
Mendoza, Argentina.

La corticotensina es una substancia de naturale-
za polipeptidica que se encuentira en extractos de
corteza renal (Fasciolo v Risler, 1971). En [a rata
anestesiada con barbitiricos y blogueada con pen-
tolinio produce un moderado ascenso de la presién
arterial cuando se la inyecta por via endovenosa.
En Ja mayor parte de los animales inyectados es
excepcional obtener respuestas presoras que supe-
ren los 30 mm de mercurio, pues la curva dosis
respuesta se aplana rdpidamecente cuando s¢ aumen-
tan las dosis.

En ratas anestesiadas y bloqueadas, las prepara-
ciones de corticotensina poscen la capacidad de re-
ducir la respuesta presora a las angiotensinas I
v II, noradrenalina y vasopresina (Fasciolo v Ris-
ler, 1973). Este efecto inhibitorio aparece luego de
varios minutos de inyectar Ja corticotensina y al-
canza su maximo entre los 60 vy 90 minutos.

Pese a que la corticotensina no ha sido ain obte-
nida en forma pura, existen evidencias que indican
aue el efecto presor y el inhibidor son debidos a
la misma sustancia: ambos efectos desaparecen por
Ia accién de enzimas proteoliticas y del acido tio-
glic6lico (Fasciolo y Risler, 1973), no se separan en
columnas de Sephadex (Risler y Fasciolo, 1974), y
la nefrectomia bilateral previa en la rata de ensayo
produce gran disminucién o aboliciéon de ambas ac-
ciones (Fasciolo y Risler, 1974).

Con ¢l objeto de investigar la influencia de la
anestesia y el bloqueo ganglionar sobre el efecto
inhibitorio de la corticotensina a la accién presora
de la noradrenalina y angiotensina II. se utilizaron
ratas a las cuales se les colocaron canulas en una
arteria car6tida y una vena yugular, bajo aneste-
sia con éter. Estos animales fueron usados 24 a 48
horas después de la operacién, momento en el cual
se les registré presién arterial y se les hicicron in-
yecciones por via venosa. Cada rata fue usada 2 ve-
ces: la primera sin anestesia ni pentolinio, v la
segunda, a las 24 horas, con fenobarbital v/o pen-
tolinio. En todas las ratas se midié el efecto inhi-
bidor de una preparacion de corticotensina sobre el
efecto presor de noradrenalina y angiotensina II.
Los resultados obtenidos muestran que la accién de
Ja corticotensina se observa claramente en ratas
pretratadas con fenobarbital y pentolinio, mientras
que en los animales tratados con una u otra de
estas drogas la accién es mucho menos evidente.

Fl hecho que la nefrectomia bilateral previa cn
la rata de ensayo reduzca tanto el efecto presor
como cl inhibidor de la corticotensina, induce a pen-
sar que esta sustancia actia sobre el rinén promo-
viendo la liberacién de otra sustancia que seria la
responsable de los efectos obscrvados. Para profun-
dizar el estudio de este mecanismo, se planearon
experimentos en los cuales se usé un grupo de ra-
tas nefrectomizadas 60 a 90 minutos antes, y se lo
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comparé con otro grupo con nefrectomia realizada
15 minutos después de la inyeccién de corticoten-
sina. En ambos grupos se estudié la accidon inhibi-
dora. Los resultados indican que en ese periodo dec
15 minutos la corticotensina tiene posibilidad de ac-
tuar sobre el rifién, liberando una sustancia que
cria responsable de su accién inhibidera.

11. Vida media de renina endégena en ratas normales
y con isquemia renal unilateral.

DE VITO. E.,, KONINCKX, A., CABRERA. RR. v
NOLLY, H.L.— Instituto de Fisiopatologia, Facultad
de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Cuvo.
Mendoza, Argentina.

Previamente habiamos observado que la “rcnina”
purificada por Miller v col. tenfa una vida media
circulante similar en ratas con isquemia renal uni
y bilateral, v en animales normales depletados de
renina enddgena por tratamiento con DOCA v sal.
Sin embargo, el “Sustained pressor principle” (SPP),
que pareceria ser una forma de renina, tenia una
vida media méas prolongada en animales con is-
auemia renal uni o bilateral, sicndo similar a Ia
de la renina en los animales normalces.

Estos resultados, que indicarian una participa-
cién del rifion en cl metabolismo del SPP, nos llevo
a preguntarnos cual seria el comportamiento de la
“renina” endodgena en condiciones de una isquemia
renal.

Ratas machos de la cepa Wistar de 180-260 or. de
peso fueron separadas en tres lotes.

Lote 1: ratas normales sin manipulacién quirtr-
gica (n=12);

Lote 2: ratas con operacién ficticia (n=11);

Lote 3: ratas con isquemia rcnal unilateral:

a) isquemia leve (n=9).

b) isquemia intensa (n=11).

Doce a 15 dias después de la operacién los ani-
males fueron anestesiados con fenobarbital. Por via
ventral se abordaron ambos rifiones, ligados simul-
taneamente y extirpados. A los 3 minutos se ex-
trajo una muestra de 0.3 ml de sangre a través
de un catéter colocado en la arteria carétida. Esta
muestra fue identificada como tiempo czro. A los
15 — 30 — 45 — 60 — 90 — v 120 minutos se extra-
jeron muestras de sangre (6.3 ml), reponiéndose en
cada oportunidad via vena femoral el mismo volu-
men de sangre de ratas donantes nefrectomizadas
12 hrs. antes. El plasma fue separado por centrifu-
gacién v la renina medida seglin Nasjletti y Masson.

No sc¢ observé diferencias significativas de la vi-
da media de ‘“renina” en los lotes de ratas norma-
les v con operacién ficticia. En el lote de animales
con isauemia renal unilateral se observ6 un distinto
comportamiento segin el grado de isquemia renal.
En los animales con isquemia renal leve no se ob-
servd diferencias significativas con respecto a los
Iotes 1 y 2; en cambio, cuando la isquemia fue in-
tensa, la vida media de la “renina” se encontrdé
significativamente prolongada.

Analizando los resultados en base al logaritmo
del porcentaje de actividad remanente contra el
tiempo, se observé la presencia de dos componen-
tes, uno de desaparicién rapida y otro lento. En
los animales normales, con operacién ficticia y con
isquemia unilateral leve, las curvas de estos compo-
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nentes fueron similares. No asi en las ratas con
isquemia renal intensa, donde la vida media, sobre
todo del componente lento, estaba significativamen-
te alargada.

Estos resultados indicarian que en la isquemia re-
nal severa la vida media de la renina circulante se
encuenira prolongada. Para algunos autores la pre-
sencia de mas de un componente, en estudios de
vida media de renina, les hace postular un sistema
de compartamentalizacién y diferente distribucién
de la misma. Podria ser que este sistema estuviera
alterado en las condiciones experimentales descrip-
tas prolongando la vida media de la renina. Otra
alternativa seria que en estas condiciones, el rifibn
segregue mayor proporcion de una renina de vida
media més larga. O bien que cl normal catabolis-
mo de la misma esté alterado.

12, Influencia del balance de sodio en el sistema Reni-
na-Angiotensina-Aldosterona.

MARUSIC, E. T— Departamento de Fisiologia y
Biofisica, U. de Chile, Sede Norte.

Numerosos estudios se han realizado para defi-
nir el rol que desempefa el sistema renina-angio-
tensina en la homeostasis. La Angiotensina II (A II)
presenta una gran variedad de efectos que van
desde una accién a nivel de ciertas regiones del
cerebro que provocan un estimulo en la ingesta
de liguidos, aumento en la secrecién de hormona
antidiurética, liberaciéon de catecolaminas y acetil-
colina de células nerviosas a efectos metabdlicos
en el miocardio y aorta, y cambios en la compo-
sicién electrolitica del plasma. Sin embargo, sus
dos acciones fisiolégicas mas significativos son su
efecto sobre la musculatura vascular y el efecto
sobre las células de la zona glomerulosa de la glan-
dula adrenal. Es bien conocido el hecho de que
cambios en el balance de sodio puede modificar los
niveles de angiotensina y de aldosterona. El efec-
to del sodio corporal no se limita a variaciones en
los niveles circulantes de angiotensina sino que co-
mo lo ha demostrado nuestro grupo y otros auto-
res, se produce concomitantemente un cambio de
sensibilidad en efectores tales como la pared vas-
cular y las células de la glomerulosa.

Experimentos disefiados para definir los meca-
nismos por los cuales la ingesta de sodio regula
la sensibilidad a la A II de la corteza adrenal se
han efectuado en nuestro laboratorio. Los estu-
dios realizados sefialan que la deplecién de so-
dio o una carga de este i6n podrian alterar la sen-
sibilidad de la zona glomerulosa no sélo por una
accién indirecta a través de los ajustes hormona-
les v hemodinamicos que se producen por cam-
bios en la ingesta de sodio, sino que existiria tam-
bién un efecto local, directo del ion sodio.

13. Calicreina y mecanismos antihipertensivos renales.

ALBERTINI, R.— Departamento de Fisiologia-
Embriologia, Instituto de Ciencias Bioldgicas, Uni-
versidad Catdlica de Chile.

Datos tebricos y experimentales apoyan la hi-
potesis de que un factor hipotensor y/o natriuré.
tico formaria parte de un mecanismo renal que
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impide la hipertensién arterial. Las prostaglandi-
nas y la medulina satisfacen algunos de los re-
quisitos para ser considerados como agentes hu-
morales antihipertensivos, pero todavia no hay
suficientes pruebas de que estén primariamente
involucradas en el mecanismo humoral antihiper-
tensivo. En los ultimos afios, se ha vigorizado el
concepto de que el sistema calicrefna<cininas re-
nales, podria ser un eficiente mediador que el ri-
fibn utiliza en la homeostasis del agua, de elec-
trélitos Na y K y en la regulacién de parametros
circulatorios como volumen del liquido extrace-
lular y niveles de la presién arterial. Las cininas
son potentes vasodilatadores que aumentan el flu-
jo renal, liberan prostaglandinas y estimulan la
excrecién de agua y sodio. Uno de los fundamen-
tos tedricos mds importantes para atribuir al sis-
tema calicreina-cininas una responsabilidad regu-
ladora, es el notable parecido con el sistema re-
pina-angiotensina. Ambos constituyen sistemas
unicos y antagonistas que generan por accién pro-
teolitica sobre substratos proteicos especificos,
péptidos de potente accibn sobre la musculatura
de los vasos; pero mientras la angiotensina es el
més enérgico vasoconstrictor, las cininas son las
substancias vasodilatodoras mas potentes. Mien-
tras la angiotensina promueve la retencién de so-
dio, a través de la aldosterona, las cininas ace-
leran su excrecién.

El sistemma enzimético calicreina-cininas est&
profundamente alterado en ciertos tipos de hiper-
tensién arterial experimental y en la hipertensién
esencial en el hombre. Los hechos experimentales
apuntan hacia un déficit en la capacidad del ri-
fidn para producir calicreina en esta condicién de
alteracién homeostatica. Quimicamente e inmuno-
l6gicamente la calicreina urinaria y del tejido re-
nal disminuidas en estos modelos de hipertensién
son idénticas. La calicreina seria sintetizada en la
corteza renal y su sintesis estaria condicionada a
diversos factores que activen la excrecién de agua
y sodio. Los diuréticos y la sobrecarga de agua
y de sodio aceleran su sintesis y excrecién. Es-
tos hechos apoyan la idea de que esta enzima, a
través de la calidina formada, constituiria uno
de los factores reguladores de la funcién excreto-
ra renal, de acuerdo con los requerimientos de la
presion arterial y de la necesidad de mantener el
volumen circulante. Por otro lado, experimentos
en rifién aislado y perfundido de diferentes es-
pecies, han dejado de manifiesto su capacidad de¢
entregar calicreina a la orina y también al me-
dio circulante, hecho que permite pensar en la
posibilidad de que esta enzima no se limite a una
accién local intrarrenal sino que también pasa a
la sangre para ejercer una accién reguladora del
tonus vascular, que estaria en competencia con
la de agentes vasoconstrictores.

[V.— INTERACCION ENTRE PROTEINAS Y LIGANDOS.

14, las enzimas como proteinas ligantes.

NIEMEYER, H.— Seccién de Bioquimica y Biolo-
gia Molecular. Departamento de Biologia, Facultad
de Ciencias, Universidad de Chile, Sede Oriente.

El conocimiento de la estructura secundaria y
terciaria de algunas proteinas, permite disponer de
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una informacién precisa sobre el sitio de unién
(“binding”) de ligandos a ellas. Esto sc ilustra bien
en el caso de la lisozima y un sustrato modelo
(un hexaglicésido), donde los estudios de difrac-
cion de rayos X han revelado con exactitud la dis-
posicién de los aminoacidos de la proteina en el
sitio catalitico, que proporciona grupos necesarios
tanto para la unién del sustrato como para la ca-
talisis de su ruptura hidrolitica.

Numerosas enzimas tienen una estructura cua-
ternaria, de modo que existe mds de un sitio ca-
talitico por molécula de enzima. Estos sitios pue-
den interactuar entre ellos, de modo que se altera
la funcién de saturaciéon de la enzima por el sus-
trato, reconocida en experimentos en que se mide
la actividad catalitica o el “binding” de sustratos
o sus anilogos no transformables. Muchas enzi-
mas poseen ademds sitios alostérices que permiten
la unién de ligandos diferentes a sustratos y pro-
ductos y que modifican algunos parémeiros de
la accién enzimatica. Estos sitios alostéricos pue
den residir en subunidades diferentes a los sitios
cataliticos, como ocurre en la aspartil-transcarba-
milasa.

La accién de catecolaminas y de numerosas hor-
monas peptidicas se explica por su unién a re-
ceptores especificos, probablemente proteinas, de
la membrana plasmética, que modularian la acti-
vidad de una cnzima, la adenilatociclasa. El AMP
ciclico producido bajo la accién de la adenilato-
ciclasa seria capaz de activar la protefnaquinasa,
activacién que resultaria de la unién del nucled-
tido a una subunidad de la quinasa inactiva, que
al disociarse dejaria libre una subunidad catalitica
activa.

Algunas enzimas como la fosfofructoquinasa re-
sultan modificadas en su actividad debido a fené-
menos de asociaciéon o disociacién ds subunidades
consecutivas al binding de diversos ligandos.

Los modelos mas en boga que explican la inte-
raccién de sitios cataliticos y alostéricos se basan
en equilibrio de conformaciones proteicas dife-
rentemente estabilizadas por los ligandos o en
cambios conformacionales de las protcinas indu-
cidas por los ligandos. Se postula una estructura
oligomérico de las enzimas y la acciéon de los li-
gandos implica una interaccidon entre las subuni-
dades, interacciébn que en uno de los modelos po-
dria ser modificada por los ligandos.

Se han descrito ultimamente funciones de satu-
racién no mmicaelianas (como de efectos coopera-
tivos homotrépicos positives o negativos) y accién
de modificadores alostéricos en enzimas monomé-
ricas. En estos casos también se postulan estados
conformacionales diferentes, alterados o estabili-
zados por ligandos (sustratos, productos, modifi-
cadores alostéricos). Los modelos se basan mas
que en modificaciones de binding, en cambios en
los constantes cataliticos resultantes de los cam-
bios conformacionales.

15. Receptores de hormonas esteroidales.

MINGUELL, J. J.— Departamento de Ciencias Qui-
micas y Fisiol6gicas, Universidad de Chile, Sede
Sur.

Muchos datos experimentales sugieren que el
nicleo de una célula blanco (targe-cell) es el sitio
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primario de accién de una hormona esteroidal. Sin
embargo, los esteroides no interactian directamen-
te con macromoléculas del nlcleo, sino quec en
forma previa interactian con proteinas ligantes
o receptores plasmaticos y citoplasmaticos para
formar complejos receptor-esteroide.

Las hormonas esteroidales son transportadas por
la sangre hasta los diferentes tcjidos, siendo rete-
nidas solamente en aquellos dond:z actan (teji-
dos Dblancos). En la circulacién, aproximadamente
el 99% de los diferentes esteroides estan unidos
a proteinas plasmiticas, permaneciendo ¢! resto
en forma libre, siendo esta tltima forma la que
es biolozicamente activa. Los complejos hormona
esteroidal — proteina plasmatica que se forman
se caracterizan por tener baija afinidad y alta ca-
nacidad de unién (compleios con albimina,
Ke: 10°M™" o bien tener alta afinidad y baja
capacidad de unién (compleios con proteinas plas-
masticas especificas, Ke: 100 M 1.

Entre las proteinas plasmadticas esnccificas que
unen esteroides, una de ellas la SHBG presenta
caracteristicas interesantes, por cuanto es capaz
de unir a un sitio comin dos hormonas: estra-
diol v testosterona., Sin embargo. los compleins
formados con cada una de las hormonas posecn
constantes de equilibrio diferentes, lo que permite
que se forme un verdaders servomecanismo dc
regulacién de la concentracion de la hormona -
bre s6lo en funcién de la concentracidn relativa
total de ambos ligandos.

A nivel intracelular, la hormona esteroidal s«
une a proteinas ligantes de alta estercozspecifici-
dad ubicadas ¢cn el citosol que se caracterizan
por tener un coeficiente de sedimentacion Jo al-
rededor de 4S en condiciones de alta fuerza idnica
04 M KC1) v de 78 S en condicicnes de bhaja
fuerza id6nica. Ambas formas son capaces de unir
la hormona, pero para que el compleje resultante
pueda ser traslocado al ntcleo, eos unecesamo un
proceso de activacién, que en su forma cxpeorimen-
tal mas simple se logra por calentamiento.

Como resultante de este proceso, se produce un
nuevo complejo con coeficiente de sedimentacién
de 45 S (sistema prostata-b ¢ DHT) o 5 S (sistcma
utero-E2). No es claro si a nivel celular este pro-
ceso de activacién deriva de la accién de enzimas,
de cambios conformacionales o de asociaciones es-
pecificas o inespecificas dec los receptores no ac-
tivos.

La forma activa del receptor es traslocada al
nucleo, donde se asocia a componentes proteicos
de la cromatina. Para el sistema utero-E2, la acti-
vidad aceptora ha sido caracterizada y correspon-
de a una proteina bésica, difcrente de histonas,
con un peso molecular de 80.000 daltons y con alta
especificidad de unién para el complejo receptor
—E2 (Kd = 107"“M). Para el sistema oviducto-
progesterona en cambio la actividad aceptora ha
sido localizada en una fracciébn (AP3) de protei-
nas no histénicas.

La interaccibn del complejo hormona-proteina
ligante con el o los sitios aceptores en cromatina
se traduce en una modulacién de la actividad gé-
nica de las células de un determinado tejido blan-
co.
No esta claro aun, si esta modulacién es media-
da por la salida, por cambios o por adicién de




RESUMENES DE COMUNICACIONES

elementos regulatorios a la compleja estructura de
la cromatina.

16. Receptores de membranas.

GALANTI, N.— Unidad dc¢ Biologia Celular. De-
partamento de Biologia Celular y Genética, Uni-
versidad de Chile Sede Norte.

Parcce evidente que las membranas celulares tie-
nen regiones f{luidas donde pueden ocwrrir movi-
mientos de ciertos componentes en el plano de la
membrana, tales como: antigenos, enzimas, recep-
tores, etc. Estos movimientos dependen de la tem-
peratura; ocurren “librementc” por sobre 15¢C pe-
1o estan restringidos a temperaturas inferiores.
Esta restriccion se debe, por lo mencs en parte, al
cambio de fase de sol a gel cristalino que ocurre
c¢n la bicapa de lipidos cuando la temperatura es
menos de 15°C.

Los ligandos provenientes del medic externo son
capaces de inducir estos movimientcs de traslacion
de los constituyentes macromoleculares de la mem-
brana, facilitando interacciones meleculares que
probablemente juegan un rol critico en la modu-
lacién de sefiales a través de las membranas.

Se ha ido acumulando evidencias que sugieren
la participacion de estructuras submembranosas
en la modulacién de los efectos causados por el
movimiento de las moléculas en el plano de la
membrana. Asi se ha postulado que los recepto-
res de membrana pueden existir en dos estados
interconvertibles: un estado “libre”, en el que pue-
den difundir lateralmente en la membrana y un
estado de restriccién, en el que los receptores in-
teractlian directa o indirectamente con estructu-
ras subyacentes a la membrana plasmatica (micro-
filamentos, microtibulos o macromoléculas asocia-
das a la cara citoplasmatica de la membrana). De
esta manera, la interaccion entre un estimulo (li-
gando) y un sitio de la membrana plasmatica (re-
ceptor) no sélo implicard reordenamiento de mo-
léculas en la membrana, sino también efectos qui-
mico-mecanicos en el citoplasma.

La participacién de microfilamentos y/o micro-
tibulos en la respuesta a estimulos puede estar
relacionada con los movimientos de nucledtidos
ciclicos y de ciertos iones, observados frecuente-
mente después de la interaccion ligando-receptor.
Este mecanismo puede aplicarse ademds a pertur-
baciones fisicas que actlen sobre los receptores.
Este hecho obliga a revisar el concepto clasico
de especificidad frente al estimulo, que lleva aso-
ciado el término receptor. La especificidad proba-
blemente puede circunscribirse al camino mas o
menos dirigido que seguird la respuesta dentro
del citoplasma.

Cuando el estimulo aliera la expresién génica de
una célula, el problema estimuloc-modulacién-ex-
presiéon puede enfocarse considerando un siste-
ma de dos agregados moleculares que interacttian
entre si: la membrana y la cromatina. Cuando una
molécula (ligando) interactla con un componente
(receptor) de estos agregados moleculares induce
cambios conformacionales en él. Esta situacién
provocard una alteracion en las relaciones entre
ese componente y los que le rodean, de manera
que puede desenmascarse una zona del agregado
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cromatina, o liberarse moléculas mensajeras del
agregado membrana, o activarse estructuras sub-
yacentes a la membrana. El estimulo puede ac-
tuar inicialmente sobre cualquiera de los dos agre-
gados, pero la perturbacién en uno de ellos lle-
vard a cambios en el otro. La accién inicial de li-
gandos sobre membrana o cromatina dependeré
fundamentalmente del momento en que se en-
cuentre la célula en su ciclo de vida.

La integracién de estas ideas, cada una de ellas
sustentada por evidencias experimentales, en un
modelo coherente y simple, permitird interpretar
resultados en un contexto general y establecer li-
neas experimentales con objetivos definidos.

17. Transporte mediado por proteinas.

ALVAREZ, O—  Departamento de Biologia, Fa-
cultad de Ciencias, Universidad de Chile, Sede
Oriente.

La excitabilidad celular es un fenémeno gene-
rado por cambios de la permeabilidad de la mem-
brana celular. La transmisién de impulsos nervio-
sos, por ejemplo, se produce por cambios transi-
torios de la permeabilidad al sodio y al potasio,
provocados por una variacién del potencial eléctri-
co de la membrana. El propésito de este trabajo
cs responder a las preguntas: ¢Como pasan los
iones a través de la membrana? ;Como cambia la
permeabilidad?

La estructura basica de la membrana celular es
una capa bimolecular de lipidos cuya continuidad
estd interrumpida por proteinas. La bicapa actla
como barrera al paso de los iones. Las proteinas
son responsables de la permeabilidad selectiva,
excitabilidad, transporte activo, etc. Esta estruc-
tura y funcién se reproduce en las bicapas arti-
ficiales de lipidos modificadas por proteinas. Es-
tas membranas tienen alta permeabilidad idénica
que se puede explicar por dos mecanismos: for-
maciéon de complejos liposolubles que transportan
iones a través de la membrana, o formacién de
canales dentro de los cuales difunden los iones.

El antibidtico Gramicidina-A es un agente for-
mador de canales. Se trata de un péptido de 16
residuos. La permeabilidad de las bicapas tratadas
con Gramicidina-A presenta fluctuaciones: el flujo
de iones varia a saltos, cada uno de los cuales
representa la formacién o la desaparicién de un
canal. El andlisis estructural de este péptido in-
dica que dos moléculas pueden formar un poro
estable de 50 A de longitud y 8 A de didmetro
interno; el interior es polar y el exterior es no
polar,

El antibiético Valinomicina es un transportador.
Tiene una estructura similar a un péptido ciclico
de 12 residuos. Forma complejos liposolubles que
transportan iones tanto en fases macroscépicas
como en peliculas bimoleculares de lipidos. La
estructura de los complejos de Valincmicina se
conoce con detalle por cristalografia de rayos X.
Sus dimensiones son de 11 x 13 x 16 A.

El ‘“Material Inductor de Excitabilidad”, EIM,
es una proteina de peso molecular 50.000. Las bi-
capas tratadas con EIM son excitables: presen-
tan permeabilidad variable, en funcién del poten-
cial eléctrico. El EIM forma canales que tienen
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dos estados posibles. Uno de alta permeabilidad y
otro de baja permeabilidad. La permeabilidad de
la membrana es variable porque la constante de
equilibrio de la interconversiébn de los dos esta-
dos es funcién del potencial eléctrico.

El estudio directo de las proteinas de las mem-
branas de células nerviosas no ha podido ser ata-
cado por la dificultad de poder obtenerlas nativas
fuera de la membrana. Sin embargo, los estudios
indirectos indican que los mecanismos que dan
cuenta de la excitabilidad del axolema son simi-
lares a los encontrados en las bicapas tratadas
con EIM.

18. Proteinas musculares, sus ligandos y contraccién.

LUXORO, M—  Seccién de Fisiologia, Departa-
mento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universi-
dad de Chile, Sede Oriente.

Son muchas las proteinas extraidas de musculo;
pero son cuatro las mas importantes, a las que se
atribuye una accién especifica en la contraccién:

1. Miosina: P. mol. 450 mil, formada por dos ca-
denas largas y dos cortas, asociadas por fuerzas
de V. der Waal y enlaces de hidrégeno. Hidrdlisis
controlada y microscopia elecirénica demuestran
que estd formada por una parte delgada y larga
(meromiosina liviana o “LMM’) y otra pesada
(“H.M.M.”), tiene forma de un bastén terminado
en dos cabezas. La parte delgada puede asociarse
con sus congéneres formando filamentos gruesos
de los cuales protruyen, + cada 400 A°, las “cabe-
zas” de “H.M.M.”.

Esta H.M.M. liga 'ATP por mol. hidrolizandolo
en presencia de Mg++. También liga a la actina
con lo que la actividad ATP-dsica se incrementa
por mas de un orden de magnitud. Mg ATP tiene
dos efectos sobre la interaccién miosina-actina: a)
activador (con hidrélisis de ATP) y b) depresor
(o disociador) (sin liberacién de Pi terminal). La
fuerza idnica y la concentracién de ATP son los
factores mas influyentes en determinar el balance
entre ambos efectos. Se piensa que la contraccion
es el resultado del predominio del efecto activador
y que la relajacién seria lo inverso. Miosina es el
Gnico componente conocido de los filamentos grue-
sos que ocupan sb6lo la banda A del sarcoémero.

2. Actina: Su estado mas elemental es el de una
protefna globular de P. molec. 50.000, 1a “actina G”.
Esta contiene ligado 'ATP y 1 Ca++ por mol. La
agregacién de la actina G, ‘“cabeza con cola”, pro-
duce filamentos de ‘“‘actina F.”, e hidrdlisis del
ATP ligado, lo que ocurre en presencia de catio-
nes. Actina F tiene longitudes de 0.1 a 20y con
méaxima frecuencia de 1 a 2.
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Estudios con difraccién de rayos X y con e1 mt
croscopio electrénico demuestran que la actina F
consiste de una doble cadena helicoidal con un
paso de 4 37A¢ y con subunidades globulares de
55A° de didmetro (actina G.).

La actina también interactia con miosina en
ausencia de ATP: liga miosina (en soluciones de
alta fuerza ibnica), formando un complejo lama-
do “actomiosina”. La estructura en forma de ‘“ca-
bezas de flecha” que muestra este complejo (al
M. E.) prueba el caracter polar de la actina F. Ac-
tina F es el mayor constituyente proteico de los
filamentos delgados del sarcémero (banda I, e in-
terdigitados con los filamentos gruesos, en la ban-
da “A” que no es “M").

3. Tropomiosina: Filamentosa, cristalizable, P.
mol. + 68 mil, longitud 385 A?, casi 100% ¢ hélix.
Dos subunidades idénticas. Es ligada por la actina
F, asocidndose a ella en forma completamente pa-
ralela.

Ejerce ‘cierta influencia, aunque no dramatica, en
la interacciones actina-miosina.

Se encuentra a lo largo de los filamentos delga
dos, 1 molécula cada 400 A°.

4. Troponina: Globular. P. mol. estimado entre 40
y 90 mil. Recientemente separada en subunidades.

Presenta una fuerte afinidad por el ién calcio.
Liga 4 a 5 moles de Ca++ por 100 mil gramos de
proteina. Ligamen reversible y altamente especifico.

Es ligada 1:1, en un sitio particular, por la tro-
pomiosina. Efectos de la tropomiosina en la actina
se hacen notables y significativos en presencia d:
troponina. En el musculo la troponina se encuentra
a lo largo de los filamentos delgados, cada 400 A,
ligada a 1 molécula de tropomiosina.

Los iones Ca influencian la resonancia paramag-
nética electrénica del complejo actina F - tropomio-
sina, sblo si hay troponina (que liga Ca++) pre-
sente. También el Ca++ altera la dispersién de luz
de actina F (“casi elastica’), s6lo cuando tropomio-
sina (que no liga Ca+t++) y troponina estan presen-
tes.

De las propiedades anteriores y de la estructura
del musculo, fluye lo siguiente:

a) La relajacién ocurriria (con Ca <1077 M) debido
a un efecto represor de la troponina en la intec-
raccién miosina-actina F - Mg ATP.

b) La represiéon seria mediada por la tropomiosina
hacia la actina la cual obligada a un cambio con-
figuracional no interactuaria con la miosina.

c) El Ca++ (=5x107M) al ser ligado por la tro-
ponina eliminaria la represién y desencadenaria
la interaccién y, por ende, la contraccién.

El mecanismo fisioldégico in-situ implica un desli-
zamiento de los filamentos delgados entre los grue-
sos, debido a un movimiento de vaivén de los puen-
tes H.M.M.



