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Como introduction a esta conferência de-
seo rendir un corto homenaje a los inves­
tigadores que dieron realce al estúdio dei 
transporte en piei de sapos y ranas. Entre 
ellos merecen especial mención los dei 
grupo de Copenhagen y como labor sobre-
saliente la dei entusiasta investigador Dr. 
Hans Ussing, quien puso sus investigaciones 
a un nivel no imaginado hasta entonces. Su 
trabajo fundamental realizado junto con el 
Dr. Zerahn lo expuso en el XVIII Congreso 
Internacional de Fisiología realizado en 
Copenhagen en 1950. 

El Director del Laboratório de Zoofisio-
logía de Copenhagen, el Dr. Augusto 
Krogh, un eminente fisiólogo que había 
realizado importantísimos trabajos en fenô­
menos respiratórios, también se había preo­
cupado de realizar estúdios de permeabili-
dad y osmosis en piei de ranas. Sin embar­
go, no había logrado el grado de interés y 
difusión de los trabajos de Ussing y colabo­
radores. Este investigador que comenzó 
como biólogo marino realizando trabajos 
en plancton, muy pronto se entusiasmo con 
el ambiente tan atrayente y estimulante dei 
Laboratório de Zoofisiología. Antes de 
quedarse definitivamente en él, había esta­
do haciendo estúdios de química de proteí­
nas en el laboratório de S^rensen con el Dr. 
Linderstrom-Lang y estúdios de físico-quí-
mica en el laboratório del Dr. Bro'nsted. La 
cercania dei Instituto Niels Bohr de Física 
Teórica, que poseía un ciclotron, le permi-
tió tener contacto con el Dr. Hevesy quien 
fue el primero en utilizar trazadores iso-
tópicos. Junto con Hilde Levi, asociada de 
Hevesy, pudo realizar experimentos en piei. 
Después de los trabajos con el Dr. Berker 
J^rgensen en axolotes y músculo sartorio se 
traslado a EE.UU. en 1948 con una beca de 
la Fundación Rockefeller. Se instalo en 
Berkeley donde trabajó en el "Radiation 

Laboratory". Como no tenia dinero sufi­
ciente para sus investigaciones, aprovechaba 
los frascos desechados con restos de Na 2 4 y 
1131 que habían sido utilizado en pacien­
tes. Durante su estadia en EE.UU. discutió 
con el Dr. Lund el problema de los fenôme­
nos eléctricos y bioquímicos en piei de 
rana. El Dr. Lund difundió su teoria de 
potenciales redox para explicarlos. Ussing 
no estuvo de acuerdo ya que sus estúdios 
prévios y Ias ecuaciones de flujo que había 
elaborado le indicaban otro mecanismo. 
Fue entonces cuando ideó el método de la 
corriente de cortocircuito. Cuando estuvo 
de regreso en Copenhagen estusiasmó al Dr. 
Zerahn quien había estado trabajando en 
metabolismo fosforado en levadura. Aban­
dono sus trabajos y empezó a construir 
junto con Ussing el aparato que les permi­
tiria medir la corriente neta de sódio que 
comparada con el flujo neto de sódio 
medido con Na 2 4 y N a 2 2 resultó ser 
equivalente. Este fue el trabajo fundamen­
tal que presentaron en 1950 al Congreso 
Internacional de Fisiología de Copenhagen, 
que inicio una activa y fructífera discusión 
que entusiasmo a los investigadores de los 
cuatro puntos cardinales dei mundo. Des-
graciadamente el Dr. Krogh no pudo gozar 
de este êxito pues murió antes de que el 
Congreso se realizara. 

Durante los anos después dei Congreso, 
el Laboratório de Zoofisiología fue visitado 
por muchos investigadores entre los que 
sobresalen los nombres de Alexander Leaf, 
Adrian Hogben, Peter Curran y otros tan 
conocidos en la literatura sobre transporte. 

Los estúdios de Ussing y su escuela así 
como los de la mayoría de los investigado­
res que tomaron como modelo biológico de 
transporte la piei de batracios, se refieren al 
epitelio con sus diferentes capas de células 
sin tomar en cuenta a Ias glândulas mucosas 

La piei de batracios como modelo de transporte 
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y serosas que en el caso de las primeras 
pueden alcanzar una densidad de 50 por 
mm 2 . El papel que juegan estas glândulas 
en el modelo biológico de piei es tanto o 
más importante que el que corresponde ál 
epitelio. De los trabajos realizados por 
nosotros en piei de Bufo arunco, Pleurode-
ma thaul y Caudiverbera caudiverbera se 
desprende que Ias glândulas tienen una 
clara y efectiva función de transporte de 
sódio, función que es eficazmente modula­
da por el sistema nervioso central. Este 
transporte depende de la actividad dei 
sistema nervioso simpático cuya descarga 
de noradrenalina y adrenalina provoca un 
aumento dei transporte de más de un 50%. 
El sistema nervioso a través dei simpático 
controla y modula solamente el transporte 
glandular, ya que en zonas de piei carentes 
de glândulas no se observa aumento por 
estimulación nerviosa. En apoyo a nuestras 
observaciones está el trabajo de la Dra. Eva 
Sjõberg dei Departamento de Fisiología dei 
Instituto Karolinska de Estocolmo quien 
demostro que en la piei de rana solamente 
se encuentran terminaciones nerviosas sim­
páticas a nivel de Ias glândulas en tanto que 
frente al epitelio no aparecen terminaciones 
de ese tipo. En cuanto a nuestra posición 
de dar importância al sistema nervioso 
como regulador dei transporte en piei de 
batracios, el trabajo de Steggerda y Ponder 
del Departamento de Fisiología de la Uni-
versidad de Illinois, nos da la razón al 
establecer que la destrucción mecânica dei 
sistema nervioso central produce una dismi-
nución dei transporte en piei dei orden de 
un 52%. Por otro lado la inyección de 
estricnina produce aumentos dei transporte 
de hasta un 38%. La disminución dei 
transporte por destrucción nerviosa central 
no es un fenômeno derivado de câmbios 
circulatórios ya que la extirpation del 
corazón no produce variaciones notables 
del transporte. 

La piei de batracio puede considerarse 
como un verdadero órgano que cumple 
entre otras, funciones de respiration, ya 
que hasta un 40% de la respiration del 
animal se realiza a su través; además, 
desempefla funciones de secretion y absor-
ción glandular, entre las que consideramos 
el transporte glandular de sódio; funciones 
de transporte activo de sódio y cloro en el 
epitelio; síntesis de polipéptidos como bra-
diquinina, fisalemina, eledoisina, sustância 
P, ceruleina, polipéptidos semejantes a gas-
trina y colecistoquinina, ranatensina, bom-
besina, xenopsina, neurotensina, factor li-
berador de tirotropina, demorfina, granulo-
liberina y angiotensina. En general los 
polipéptidos son de 3 a 15 aminoácidos. En 
Ias terminaciones nerviosas subglandulares 
existe bastante noradrenalina y en Ias glân­
dulas serosas se encuentra abundante sero-
tonina y bufotoxina. En el corion se 
encuentra prostaglandins. De todo lo ante­
riormente expuesto se desprende que la piei 
como modelo de transporte es compleja y 
por lo tanto al realizar estúdios de ese tipo 
hay que tener presente esta complejidad y 
tener cuidado de que en la manipulation 
con drogas o con soluciones hiper o hipos-
móticas se descarte la intervention de una o 
más de las sustancias nombradas que pue­
den, por sí solas, estimular o inhibir el 
transporte en estúdio. 

En conclusion la piei de batracios es un 
órgano en el que se pueden hacer estúdios 
de transporte como los realizados por 
innumerables investigadores que han orien­
tado sus trabajos solamente al aspecto 
epitelial sin que se sepa si han tomado Ias 
debidas precauciones para descartar accio-
nes secundarias provocadas por algunas de 
Ias sustancias activas liberadas y en conse-
cuencia, como modelo de transporte, hay 
que tomaria con beneficio de inventario. 
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A princípios de este siglo, Bernstein propu-
so una teoria para explicar la excitabilidad 
celular, que consistia en tres proposiciones: 
i) Las células están compuestas por una 
solution de electrolitos, rodeada por una 
membrana poco permeable a los iones. 
ii) Existe una diferencia de potencial eléc-
trico a través de la membrana, iii) Durante 
la actividad la membrana cambia de per-
meabilidad de modo tal que el potencial 
eléctrico se reduce. Esta hipótesis está 
vigente en nuestros dias y podemos hacer 
afirmaciones bien precisas sobre Ias bases 
moleculares que explican como cambian de 
permeabilidad Ias membranas. Hoy sabe­
mos que Ias membranas celulares están 
hechas de una bicapa de lípidos, impermea­
ble a los iones y que algunas proteínas de la 
membrana están dispuestas de tal modo 
que forman canales que la atraviesan. Estos 
canales pueden cambiar de forma de modo 
que pueden ser o no conductores de iones, 
en función dei potencial eléctrico o la 
presencia de mediadores químicos. Esta 
vision de la excitabilidad a nivel de mem­
brana es, en gran medida, fruto de los 
estúdios en sistemas modelos compuesta de 
bicapas de lípidos con proteínas. 

Los câmbios dei estado de conducción 
de los canales iónicos en axolema se deben 
a câmbios de forma producidos por un 
campo eléctrico. Este cambio de forma 
implica, necesariamente, el movimiento de 
cargas eléctricas en la membrana y contri-
buyen a aumentar la capacidad eléctrica de 
la membrana en un intervalo de potencial 
eléctrico. Esta prediction de la teoria ha 
sido comprobada experimentalmente: Ias 
membranas excitables se comportan como 
un dieléctrico no-lineal, en el intervalo de 
potencial en que se registran câmbios de 
permeabilidad iónica. Esta no-linearidad se 
expresa como "corrientes de desplazamien-
to" (1,2). 

Una bicapa sola, sin canales, debe ser un 
dieléctrico no-lineal porque está en estado 
líquido. Al separar dos soluciones a distinto 
potencial eléctrico, la membrana se compri­
me, por ser un líquido, disminuyendo de 
espesor y aumentando de área. Ambos 
factores hacen que la membrana aumente 
de capacidad eléctrica. En la primera parte 
de esta conferência hablaremos de electro­
compresión estudiada en membranas artifi-
ciales sin canales. 

La electrocompresión se puede medir 
haciendo determinaciones de los câmbios 
de capacidad eléctrica en función de poten­
cial eléctrico transmembrana. Estos câm­
bios son pequenos, del orden dei uno por 
mil al aplicar 100 mV, pero se pueden 
medir usando técnicas de promediación de 
senales transitórias. La capacidad resulta ser 
una función dei potencial eléctrico al cua-
drado, pasando por un mínimo cuando el 
potencial transmembrana es cero. En mem­
branas con distribución desigual de lípidos 
cargados en sus dos monocapas, el mínimo 
ocurre cuando el potencial aplicado com­
pensa exactamente la diferencia de poten­
cial superficial. Las medidas de electrocom­
presión son un nuevo método para medir 
asimetría de membranas. Suponiendo que 
la electrocompresión medida en bicapas es 
una buena medida de la compresión de 
membranas biológicas, se puede estimar 
que un 1% de Ias "corrientes de desplaza-
miento" son debidas a este fenômeno (3). 

El. uso de membranas artificiales de 
lípidos como modelo de membrana celular 
permite contar con un sistema simple en el 
cual reconstituir y estudiar canales iónicos 
individuales con el objeto de estudiar su 
comportamiento y derivar de allí los princi-
pios básicos que generan el potencial de 
acción en el nervio (4). 

El primer estúdio de este tipo se llevó a 
cabo a través de la incorporación de EIM 

iQué nos ensenan las bicapas? 
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(Excitability Inducing Material) en mem­
branas artificiales de lípidos. La observa­
tion de fluctuaciones de la conductancia de 
la membrana debidos a la presencia de un 
canal iónico inducido por EIM demostro 
que este presentaba solo dos estados de 
conductancia: abierto, en el que conduce 
iones; y cerrado, que no permite el paso de 
iones. La probabilidad de estos dos estados 
es función del potencial de membrana. 
Estas observaciones llevaron a postular un 
modelo de dos estados para el funciona-
miento de este canal. La contribución más 
importante de los estúdios dei canal de EIM 
consiste en que el modelo de dos estados de 
conductancia cuya probabilidad depende 
dei potencial eléctrico da cuenta de la 
fenomenología básica de excitabilidad ob­
servada a nivel macroscópico en membranas 
biológicas. Paradojalmente, se ha encontra­
do que el EIM no es una proteína de 
membranas (5). 

Una segunda etapa en el estúdio de Ias 
bases moleculares de la excitabilidad celu­
lar, consistente en la reconstitución de 
canales iónicos derivados de membranas 
biológicas, en una membrana artificial, ha 
comenzado a desarrollarse en anos recien-
tes. El problema básico a resolver en este 
caso es el de la incorporación de una 
proteína de membrana, en su estado nativo, 
en una bicapa de lípidos. Actualmente 
existen dos métodos para lograr tal incor­
poración. El primero consiste en la fusion 
de vesículas derivadas de una membrana 
biológica con una membrana artificial de 
lípidos. El segundo método consiste en 
formar monocapas a partir de vesículas 
derivadas de una membrana biológica o de 
liposomas que contengan una proteína de 
membrana, y la posterior formación de una 
bicapa a partir de dos de estas monocapas. 
La técnica de fusion de vesículas con 
membranas artificiales ha permitido incor­
porar canales voltaje-dependientes, selecti-
vos para potasio, provenientes dei retículo 
sarcoplásmico, y un canal de cloruro prove­
niente dei órgano eléctrico de anguila. Las 
propiedades cinéticas de estos canales son 
consistentes con los postulados básicos dei 
modelo de dos estados desarrollados a 
partir de los estúdios dei canal de EIM (6, 
7). 

La técnica de formación de bicapas a 
partir de monocapas permitió la incorpora­
ción dei canal de acetilcoüna. El receptor 
de acetilcolina es la primera proteína de 
membrana que participa en fenômenos de 
excitación celular, que ha sido purificada y 
reconstituída en una membrana artificial. 
Aunque la probabilidad de los estados 
abierto y cerrado dei receptor no es contro­
lada, por el potencial de membrana, sino 
que por el ligamen de un neuro-transmisor, 
los postulados básicos de la teoria de 
canales iónicos son aplicables a su estúdio. 
La observation de fluctuaciones de la con­
ductancia de la membrana, mediados por la 
apertura y cierre dei canal iónico asociado 
al receptor, indican que este posee una 
cinética compleja. Sin embargo, se ha en­
contrado que el canal dei receptor de 
acetilcolina presenta sólo dos estados de 
conductancia y que el comportamiento de 
cada canal individual reproduce las observa­
ciones hechas en membranas nativas en 
relación con la permeabilidad inducida por 
el ligamen de acetilcolina con el receptor 
(8). 

La purificación de los canales iónicos 
relacionados con la excitabilidad y su re­
constitución en membranas artificiales 
constituyen el camino más racional a seguir 
para resolver la estructura y función de 
estas entidades a un nivel molecular. Sin 
embargo, la membrana artificial no es el 
único sistema que permite estudiar canales 
iónicos individuales. En los últimos anos, y 
gracias a la introducción de un método en 
que se mide corriente en un área pequena 
de membrana, ha sido posible registrar 
canales iónicos individuales dei receptor de 
acetilcolina, así como de los canales de 
Sódio y Potasio responsables dei potencial 
de acción, en la membrana nativa. El 
registro de fluctuaciones de la conductancia 
de la membrana debido a la apertura y 
cierre de los canales de sódio ha permitido 
reconstruir la corriente de sódio dei poten­
cial de acción a partir dei comportamiento 
individual de los canales (9). 
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E3TTMACI0N DEL THANEPOHTE DE AMINOACTDOS EN 
OnGANO AUT0PEEFUN2TDO IN S I T U . ( E s t i m a t i o n o f 
a m i n o a c i d t r a n s p o r t b y " i n s i t u " a u t o p e r f u s e d 
o r g a n s ) . B r a v o , 1 . , C r u z M.A.y R o j a s , S . Dep to 
C i ê n c i a s F i s i o l ó g i c a s , U n i v e r s i d a d de C o n c e p ­
c i ó n . 

A f i n de c a r a c t e r i z a r p e r m e a b i l i d a d c a p i l a r 
s e ha r e c u r r i d o a l a e s t i m a c i ó n de l a e x t r a c ­
t i o n f r a c c i o n a l de u n a . m o l é c u l a t e s t d e s d e l a 
s a n g r e "E"= 1 - ° ° " r e i -Una e x p r e s i ó n ^ s i m i l a r 
h a s i d o u t i l i z a d a f a r a ' e s t i m a r c a p t a c i ó n t i s u -
l a r h e p á t i c a de a r a i n o á c i d o s . En e s t e t r a b a j o 
s e d a n m a y o r e s e v i d e n c i a s s o b r e l a u t i l i d a d 
d e i mé todo p a r a e s t ú d i o s de t r a n s p o r t e h e p a t o -
c e l u l a r en e l h í g a d o a v t o p e r f u n d i d o " i n s i t u " 

Se t r a b a j o e n p e r r o s a l i m e n t a d o s c o n d i e t a 
e q u i l i b r a d a . A un g r u p o s e l e d i o a b e b e r e t a 
n o l a l 15% ( v / v ) d u r a n t e 4 8 h r s . E l g r u p o c o n 
t r o l b e b i 6 a g u a a d . l i b . En e l a n i m a l a n e s t e s T 

ado s e i n y e c t ó a t r a v é s de l a p o r t a - u n a m e z -
c l a de t r a z a d o r e s : S o d i o - 2 2 , como r e f e r e n c i a 
e x t r a c e l u l a r , y un a m i n o á c i d o m a r c a d o como t r a 
z a d o r t e s t . Se e s t i m o v o l u m e n e x t r a c e l u l a ç h e -
p á t i c o ^ c a p t a c i ó n t i s u l a r de L — l e u c i n a - H ^ j g l i 
c i n a - C y. ATB-H-', de a c u e r d o a t é c n i c a s y a 
d e s c r i t a s . 

Los v a l o r e s de c a p t a c i ó n c e l u l a r h e p á t i c a de 
l o s a m i n o á c i d o s en e l g r u p o c o n t r o l f u e r o n s i ­
m i l a r e s a l o s o b t e n i d o s p o r o t r o s , u t i l i z a n d o 
t é c n i c a s y / o p r e p a r a c i o n e s d i f e r e n t e s . La i n -
g e s t a a l c o h ó l i c a r e d u j o s i g n i f i c a t i v a m e n t e l a 
c a p t a c i ó n de g l i c i n a y de AIB , y en menor g r a ­
do l a de l e u c i n a . D e s p u é s de i n f u n d i r p o r l a 
p o r t a g l i c i n a f r i a o e t a n o l e n a n i m a l e s con t ro^ 
l e s , s e o b s e r v o i n h i b i c i ó n de l a c a p t a c i ó n de 
p l i c i n a y de A I B . 

MODIFICACION DEL TRANSPORTE DE IONES EN MEMBRA­
NAS ARTIFICIALES POR DDT Y DDE. ( M o d i f i c a t i o n 
of i o n t r a n s p o r t i n a r t i f i c i a l membranes by DDT 
and DDE). B u l l , R. y W o l f f , D. D e p t o . d e F i s i o ­
l o g í a y B i o f í s i c a , F a c . d e M e d i c i n a y D e p t o . de 
B i o l o g i a , F a c . d e C i ê n c i a s B á s i c a s y F a r m a c ê u t i ­
c a s , U n i v e r s i d a d de C h i l e . 

E x i s t e n d i v e r s a s e v i d e n c i a s que l o s i n s e c t i c i _ 
das i n t e r f i e r e n con p r o c e s o s de t r a n s p o r t e en 
membranas b i o l ó g i c a s , aunque l o s mecanismos de 
a c c i ó n no son aún c o n o c i d o s . P o d r i a n a c t u a r di_ 
r e c t a m e n t e s o b r e l a e s t r u c t u r a de c a n a l e s o 
t r a n s p o r t a d o r e s o i n d i r e c t a m e n t e m o d i f i c a n d o 
p r o p i e d a d e s f í s i c a s de l a m a t r i z l i p í d i c a . Con 
e l o b j e t o de d i l u c i d a r e l mecanismo de a c c i ó n 
de l o s i n s e c t i c i d a s s o b r e e l t r a n s p o r t e de i o ­
n e s en membranas e s t u d i a m o s e l e f e c t o d e l DDT y 
su a n ó l o g o DDE s o b r e l o s p a r â m e t r o s e s t r u c t u r a 
l e s de b i c a p a s l i p í d i c a s de f o s f a t i d i l e t a n o l a . 
mina CPE). DDT y DDE d i s m i n u y e n de modo compa­
r a b l e l a c o r r i e n t e l l e v a d a p o r l o s c o m p l e j o s va 
l i n o m i c i n a - K + y n o n a c t i n a - K + . DDT y DDE ( e n me 
n o r g r a d o ) aumentan l a c o n d u c t a n c i a t a n t o p a r a 
e l a n i o n t e t r a f e n i l b o r a t o como p a r a e l c a t i ó n 
t e t r a f e n i l a r s o n i o . M e d i c i o n e s d i r e c t a s d e i po 
t e n c i a l de s u p e r f í c i e de monocapas de PE, mues_ 
t r a n que e s t e no es a l t e r a d o p o r DDT n i DDE. 
Por o t r a p a r t e DDT p r o d u c e un aumento en l a ca 
p a c i d a d e l é c t r i c a de l a b i c a p a de s ó l o un 2% y 
DDE de un 1%. 

E s t o s r e s u l t a d o s s o n . c o m p a t i b l e s con l a h i p o 
t e s i s de que e s t o s c o m p u e s t o s o r g a n o c l o r a d o s 

:aumentan l a c o n d u c t a n c i a i n t r í n s e c a de l a mem­
b r a n a h a c i e n d o l a b i c a p a más f l u í d a e i n c r e m e n 
t a n d o en menor g r a d o s u c o n s t a n t e d i e l é c t r i c a . 

AISLAMIENTO DE RECEPTORES EN BIOMEMBRANAS 
( I s o l a t i o n o f r e c e p t o r s from b i o m e m b r a n e s ) 
M a r t a C . B u n s t e r Bf.Dept.C.Fisiológècas.Univer­
s i d a d d e C o n c e p c i ó n . 

Se d e s c r i b i ó e l a i s l a m i e n t o d e r e c e p t o r e s 
a C o n c a v a l i n a A(Con-A) en membranas d e c é l u ­
l a s CHO H 7 w ; p a r a e l l o s e u t i l i z a r o n t é c n i c a s 
de m a r c a j e de c é l u l a s c o n I y 3 H u t i l i z a n d o 
l a t é c n i c a d e l a l a c t o p e r o x i d a s a con e l o b j e -
t p d e s e g u i r l a p u r i f i c a c i ó n . U n p r i m e r mé todo 
c o n s i s t i o en u t i l i z a r t é c n i c a s d e c r o m a t o g r a -
f í a de a f i n i d a d ( A g a r o s a - C o n A ) y e l u c i ó n p o s t e ­
r i o r c o n e l h a p t e n o a l f a - m e t i l - m a n o s a , y p o r 
p o s t e r i o r e l e c t r o f o r e s i s en g e l de p o l i a c r i l a -
m i d a , a n a l i z a n d o l o s p o r a u t o r a d i o g r a f i a o p o r 
f l u o r o g r a f í a d e p e n d i e n d o d e l a m a r c a ; d e t e c -
t á n d o s e t r e s t i p o s de r e c e p t o r e s d e d i f e r e n ­
t e a f i n i d a d p o r ConA u t i l i z a n d o l o s g r á f i c o s 
de S c a t c h a r d . 

También s e u t i l i z o i n m u n o t é c n i c a s cfemo 
un método a l t e r n a t i v o p a r a su p u r i f i c a c i ó n 
m e d i a n t e e l u s o de a n t i c u e r p o s a n t i ConA , c a -
r a c t e r i z a n d o l o s p o r e l e c t r o e n f o q u e i s o e l é c t r i -
c p y p o r l a c u a n t i f i c a c i o n de l a r a d i a c i o n 
p r e s e n t e e n c a d a f r a c c i ó n . 

Se p r e t e n d e c o n e s t a s e p a r a c i ó n de r e c e p ­
t o r e s i d e n t i f i c a r a a q u e l l o s que e s t a n i n v o l u -
c r a d o s e n e l p r o c e s o de a g l u t i n a c i o n c e l u l a r 
que p u e d e l o g r a r s e u t i l i z a n d o a n t i c u e r p o s e s ­
p e c í f i c o s . 

MODIFICACIONES QUÍMICAS EN BACTERIORODOPSINA DE LA MEM 
BRANA PURPURA DEL HALOBACTERIUM HALOBIUM. (Chemical 
modifications of bacteriorhodopsin from purple membra­
ne of Halobacterium halobium)• Campos, M., Moore, T.A. 
y Perham, R.N. Departamento de Química, Universidad de 
Concepción, Cas i l l a 3-C, Concepción, Chile y Departa­
mento de Bioquímica, Universidad de Cambridge. U.K. 

La membrana purpura ocupa el 50% del area de l a 
membrana ce lu l a r del bac t e r io . Contiene una sola pro­
t e í n a , bacter iorodppsina, l a cual es tá unida a una mo­
lécu la de r e t i n a l , y que l e confiere l a capacidad de 
t ranspor te ac t ive de protones. Esto se traduce en l a 
s í n t e s i s de energia a p a r t i r de luz . Esta membrana se 
encuentra c r i s t a l i z a d a en su estado n a t u r a l , por lo 
que const i tuye un excelente modelo para determinar l a 
e s t ruc tu ra de membranas n a t u r a l e s . Nosotros estamos 
interesados en e l mecanismo de t ranspor te de protones 
a t ravés de e s t a membrana (50 ft), para d i luc ida r l a 
contribución de la pro te ína en es te proceso. Nos preo 
cupamos dei posible ro l de t i r o s i n a . Cabe des tacar que 
es t a prote ían t i ene un peso molecular de 25.000 y que 
contiene 10 t i r o s i n a s . Estos residuos fueron modifi­
cados selectivamente con te t rani t rometano, que es ca­
paz de reaccionar tanto en medio h id ro f í l i co e hidro-
fõbico. La técnica u t i l i z a d a fue l a de Riordan y Vallee 
con un rango de concentraciôn molar TNM/enzima de 
1/100. En todos los experimentos se r e a l i z o un control 
en idênt icas condiciones. Luego de modificar es ta mem­
brana pura, se rea l i za ron Ias s iguientes determinacio-
nes ; a n â l i s i s de aminoácidos, capacidad de t r aas loca -
ciõn de protones (en v e s í c u l a s ) , e l ec t ro fo re s i s en 
SDS, difracción de rayos X. Se es tab lee ió que es posi^ 
b le modificar e l 40$ de Ias t i r o s i n a s , s in afec tar l a 
act iv idad de t ranspor te de protones y solamente a l mo_ 
d i f i c a r un 85? de e l l a s se logro anular su ac t iv idad . 

http://Depto.de
http://Fac.de
http://Fac.de
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TRANSPORTE DE IOHBS SET MsMBRAÍAS TRATADAS COH HEMO— 
CIASIBA. (Ion transport In hemocyanin-treated 
membranes). Ceoohi, X. y Alvares, 0 . Departamento 
de Bio log ia , Facultad de Cienoias Básicas y 
Farmacêuticas, Univeraidad de Chile . 

La henocianina e s una proteína que forma canales 
conductorea de iones en membranas a r t i f i c i a l e s . 31 
se pone hemooianina por un solo lado de l a membra­
na, l o s iones p o s i t i v o s pasan más facilmente s i 
entran a l a membrana por e l mismo lado de l a hemo­
oianina que en e l sentido opuesto. SI propósito de 
e s t e trabajo es estudiar s i e s t a d i ferenc ia de per­
meabilidad se debe a una asimetria dei canal o a 
un cambio de l a estructura producido por e l campo 
e l e o t r i o o usado para mover loa iones a travas de 
l a membrana* 

La téonica usada fue medir l a d i ferenc ia de Ias 
oorrientes producidas por potenoiales p o s i t i v o s o 
negat ivos en función dei tiempo, usando pulsos de 
potencial e l eo tr ioo* 

Mosotros observamos que en e l borde I n i c i a l dei 
pulso , l a d i ferenc ia de corriente presenta un curso 
temporal de forma sigmoidal , mientras que en e l 
borde f ina l presenta un curso temporal exponenoial* 
Nosotroe hemos reconstruído es ta o lnét ioa usando 
como datos e l curso temporal dei potencial apl icado, 
l a curva oorriente-potenoial dei canal de hemociaj-
nina en estado •atac ionar io y l a función de t rans ­
ferencia dei sistema de r e g i s t r o de oorr lente . Como 
e s t e modelo no icc luye câmbios de l a conductanoia ' 
en función dei tiempo, concluímos que l a r e c t i f i e s -
ción dei canal de hemooianina se puede expl icar 
usando oualquier modelo e s t á t i c o de un canal asimé­
t r i c o . 
Orant B - 1 2 2 4 - 8 1 1 , Universidad de Chile* 

^'CONTROL NERVIOSO DEL TRANSPORTE DE SÓDIO EN PIEL DE 
SAPO". (Nervous control of the sodium transport through 
the toad skin). * Concha J.,Gonzãlez,C. y Acevedo,C.G. 
Departamento de Ciências Fisiológicas,Facultad de Ciên­
cias Biológicas y de Recursos Natural es.Universidad de 
Concepción. 

Algunos autores han senalado aue la estimulación ner­
viosa provoca câmbios bioeléctricos en piei. El presente 
trabajo pretende evidenciar la notória acción que tiene 
el sistema nervioso en el control del transporte de só­
dio en piei de batracios chilenos. 

Se trabajo en preparaciones nervio-piel y en animales 
a los que se les estimulo hipotãlamo. La piei se coloco 
en câmara tipo Ussing para registro de diferencia de po­
tencial (DP) y corriente de cortocircuito (CCC)antes y 
después de estimulación nerviosa. El hipotãlamo se esti­
mulo con electrodos bipolares finos. 

La estimulación dei nervio origino en la piei una res 
puesta bifãsica consistente en una disminución de DP y 
CCC de corta duración. El primer efecto denominado alfa 
se deprimió con bloqueadores alfa adrenérgicos y el se­
gundo denominado beta decreció con bloqueadores beta. 
Se demuestra que ambos efectos dependen de la estimula­
ción simpática ya que desaparecen después de simpatecto-
mía quirúrgica o química. La estimulación hipotalãmica 
produce los mismos efectos. Las respuestas descritas se 
atribuyen a transporte de sódio a nível de Ias glândulas 
ya que no se observan en zonas de piei sin glândulas. 

Se concluye que el sistema nervioso controla el trans 
porte de sódio a través de la piei de batracios modulan­
do la actividad glandular de secreción y reabsorciõn. 

* PROYECTO N°20.33.01 de la Dirección de Investigación 
de la Universidad de Concepción 

PROPIEDADES ELECTPICAS DE LA MUCOSA DEL COLON DE PEPRO. 
(Electrical properties of dog colon mucosa). 
Gazitúa,S. y Arriagada,E. Departamento de Ciências Fi­
siológicas, Universidad de Concepción. 

Un método se desarrolló in vivo para mantener esta-
bles por períodos prolongados las características eléc-
tricas de la mucosa del colon de perro. Esto se logro 
al conservar el volumen dei óraano rigurosamente cons­
tante. 

La olucosa intraluminal produjo un aumento dei po­
tencial transmural (pd) y de la corriente de cortocir­
cuito (cotransporte sodio-glucosa). El reemplazo de Na 
por K en el perfusado causo un aurento de pd (potencial 
de difusión) mientras que la substitución con manitol 
provoco una inversion (potencial de dilución). En la 
soluciõn de manitol la qlucosa abolió efectivãmente el 
pd negativo (cotransporte de qlucosa con iones sódio 
refluídos desde los capilares), mientras que en la so-
lución de potasio el efecto dei azúcar fué más pequeno 
que el control (inhibiciõn dei cotransporte sodio-glu­
cosa por el potasio). La perfusion de una soluciõn hi-
perosmõtica provoco potenciales "streaminn" dependien-
tes de Na y sensibles a dinitrofenol (potenciales de-
pendientes dei tamafio intercelular). A diferencia dei 
potencial de glucosa, los potenciales "streaming" no 
mostraron signos de saturación (pronunciada conduetivi-
dad hidráulica dei epitelio). 

La existência de potenciales "streaming", de difu­
sión y de glucosa en el colon canino, indican que este 
epitelio tiene más en común con el intestino delgado aue 
la mayoría de los cólones de los mamíferos. 

REQUERII1IENT0 LIPIDICO EN EL MECANISMO ENZIMATICO DEL 
TRANSPORTE ACTIVO DE SÓDIO. ( L i p i d i c requirement in the 
enzymatic mechanism of t h e sodium a c t i v e t r a n s p o r t ) . 
J e d l i c k i , A . , Gonzalez , M.E. y Zambrano, F. Facul tad de 
C i ê n c i a s B á s i c a s y Farmacêut i cas , Departamento de B i o l o ­
g i a , Univers idad de C h i l e . 

Los s u l f ã t i d o s , g l i c o l í p i d o s que s e encuentran en l a 
membrana p l a s m á t i c a , son un requer imiento e s p e c í f i c o pa­
ra l a a c t i v i d a d (Na + +K + ) -ATPãs ica . Es importante d i l u c i ­
dar en quê etapa de i mecanismo de a c c i ó n de l a ( N a + + K + ) -
ATPasa p a r t i c i p a n . Resu l tados p r é v i o s invo lucran a l o s 
s u l f ã t i d o s en l a a f i n i d a d de l a enzima por K + , por l o 
t a n t o , s e e s t ú d i o l a dependência de e l l o s en l a a c t i / i d a d 
f o s f a t ã s i c a d e p e n d i e n t e de K + , en l a d e f o s f o r i l a c i ó n d e -
p e n d i e n t e de K de l a (Na + +K + )-ATPasa y en e l l igamen de 
ouabaína a e s t a enzima. 

Al p r e t r a t a r con a r i l s u l f a t a s a una f r a c c i ó n microsomal 
r i c a en a c t i v i d a d f o s f a t ã s i c a d e p e n d i e n t e de K + , s e o b ­
serva un 80Z de i n a c t i v a c i ó n , fenômeno que no es r e v e r t i 
do por una a l t a c o n c e n t r a c i ó n de K + , en cambio l a adic ión 
de s u l f ã t i d o s m i c r o d i s p e r s o s a l medio s i produce un i n ­
cremento de l a a c t i v i d a d remanente. 

Al e s t u d i a r l a d e f o s f o r i l a c i ó n de l a (Na + +K + )-ATPasa u 
t i l i z a n d o 3 2 P-ATP tambiên s e observa una marcada i n h i b i ­
c i õ n de e s t a e tapa de l a r e a c c i õ n cuando en l a f r a c c i õ n 
microsomal han s i d o h i d r o l i z a d o s l o s s u l f ã t i d o s . 

La h i d r õ l i s i s de e s t o s g l i c o l í p i d o s produce además a l -
rededor de un 90% de i n h i b i c i õ n d e i l igamen de ouabaína, 
proceso que e s en p a r t e r e v e r t i d o por l a a d i c i ó n de s u l ­
f ã t i d o s m i c r o d i s p e r s o s a l medio. 

E s t o s r e s u l t a d o s ind ican que a l h í d r o l i z a r l o s s u l f ã t i 
d o s , s e m o d i f i c a l a a f i n i d a d por K.+ y que e s t o s l í p i d o s 
son r e q u e r i d o s por l a (Na++K +)-ATPasa en l a etapa de d e -
f o s f o r í l a c i ó n . 



358 REUNION A N U A L SECCION BIOFÍSICA 1981 

PROPIEDADES DEL RECEPTOR DE ACETILCOLINA RECONS 
TITUIDO EN MEMBRANAS ARTIFICIALES DE LIPIDOS. 
( C h a n n e l p r o p e r t i e s o f t h e p u r i f i e d A c e t i l c h o -
l i n e r e c e p t o r r e c o n s t i t u t e d i n a r t i f i c i a l l i p i d 
b i l a y e r s ) * L a b a r c a , P . , + L i n d s t r o m , J . y * M o n t a l , 
M. * U n i v e r s i d a d de C a l i f o r n i a , San Diego y + 
S a l k I n s t i t u t e . 

E l r e c e p t o r de a c e t i l c o l i n a (RAC), p u r i f i c a ­
do d e l ó r g a n o e l é c t r i c o de T o r p e d o c a l i f o r n i c a , 
ha s i d o r e c o n s t i t u í d o en una membrana a r t i f i ­
c i a l de L í p i d o s . Las membranas a r t i f i c i a l e s en 
l a s c u a l e s e l r e c e p t o r h a s i d o i n c o r p o r a d o p r e -
s e n t a n una c o n d u c t a n c i a que d e p e n d e de l a c o n -
c e n t r a c i õ n de a g o n i s t a . E s t a c o n d u c t a n c i a e s 
i n h i b i d a p o r l a s a n t a g o n i s t a s c u r a r e y hexame-
t o n i o . 

E l e s t ú d i o de f l u c t u a c i o n e s de c a n a l e s i n d i ­
v i d u a l e s de RAC d e m u e s t r a n que l a v i d a med ia 
d e l c a n a l a b i e r t o (*Ta) depende d e l t i p o de agj} 
n i s t a u s a d o , s i g u i e n d o l a s e c u e n c i a : S u b a r i l d i -
c o l i n a ^ A c e t i l c o l i n a ^ C a r b a m i l c o l i n a . 

N u e s t r o s r e s u l t a d o s i n d i c a n t a m b i é n que *Y a 

depende de l a d i f e r e n c i a de p o t e n c i a l e l é c t r i ­
co a t r a v é s de l a membrana. 

La p u r i f i c a c i ó n d e l r e c e p t o r de a c e t i l c o l i ­
n a , c o m p u e s t o de H s u b u n i d a d e s en l a r a z ó n mo­
l a r <V»P{f/" y su r e c o n s t i t u c i ó n en membra 
n a s a r t i f i c i a l e s d e m u e s t r a que t o d a s l a s c a r a c 
" t e r í s t i c a s c i n é t i c a s y f a r m a c o l ó g i c a s d e l RAC 
e s t á n c o n t e n i d a s en e s t a s 4 s u b u n i d a d e s . 

FACILITACION DE LA LIBERACION DE NEURO-TRANSMISOR POR 
4-HIDROXIPIRIDINA (4-HP). (Facilitation of the neuro­
transmitter release by 4-HP). Montoya, G., Molgó, J. Le-
meionan, M., y Lechat, P. Instituto de Farmacologia, La­
boratório Psociado del C.R.N.S. Paris, Francia. 

La 4-HP presenta menor toxicidad que la 4-Aminopiridj^ 
na, bloauea el canal de K + en el axon de jibia y facili­
ta la liberación de neurotransmisor en la sinapsis neuro 
muscular. 

La liberación quantal evocada y espontânea de neuro -
transmisor fue estudiada in vitro en la sinapsis ciãtico 
sartorio de rana con técnicas de reqistro extracelular e 
intracelular. Evaluamos las modificaciones del potencial 
de placa motora, corriente de la placa motora, potencia­
les en miniatura y potenciales de acción de la fibra mus 
cular estimulada indirectamente. 

La acción facilitadora de la 4-HP parece ser de ori -
gen presinaptico, pués la droqa no modifica el potencial 
de membrana, no hay variación en la amnlitud ni frecuen-
cia de los potenciales en miniatura, ni alteración en el 
tiempo de alza del potencial de placa, ni de la corrien­
te de placa; en cambio la 4-HP aumenta el retardo sinap-
tico. 

Te nuestros resultados podemos concluir que la acción 
facilitadora de la 4-HP es debida a una mayor entrada de 
C a + + en el terminal nervicso. 

ACCION DE'PROGESTERONA SOBRE PARÂMETROS BIOELECTRICOS 
DE PIFL PE SAPO AISLADA (Action of progesterone on bio­
electric parameters of isolated toad skin). 
Neumann,V. ;_Concha,J.;Quevedo,L. Departamento de Ciên­
cias Fisiológicas, Fac.Ciências Biológicas y de Recur­
sos Naturales, Universidad de Concepción. * 

Estúdios prévios realizados en nuestro laboratório 
sefialaron que Progesterona (Pg) disminuía corriente de 
cortocircuito (CCC) y diferencia de potencial (DP) de 
pieles aisladas de Pleurodema thaul, montadas en câma­
ras de Ussing. Esta disminucion se atribuía a disminu-
ción dei potencial dei Na. 

En el presente trabaio se descarta un efecto sobre 
la bomba de Na en base a estúdios histoquímicos y com­
portamiento frente a concer.traciones variables de N a + 

en el medio. Se demuestra la correlación existente en­
tre CCC inicial y caída de CCC después de agregar Pg 
3 x 10~4fi al medio mucosal (r = 0.97). Mediante el mé­
todo de Warburg se cuantificó la inhibiciõn dei consumo 
de oxigeno de pieles incubadas en presencia de Pg 4,5 
x 10- 4M. Dicha inhibiciõn fué de un 48.52± 4,7%. Por 
otra parte la inhibiciõn dei consumo de oxigeno en pre­
sencia de ouabaína 10-^1 fué de un 25,9 ± 3.4%. 

En base a los resultados anteriores se sugiere que 
la acción de la hormona es a nivel de síntesis de ATP 
y se descarta acción sobre la bomba de N a + - K +. 

* Financiado por proyecto 20.33.02 D.I.C. - U.Concep­
ción. 

ESTÚDIOS MORFOLOfilCQS DE MEMBRANAS ARTIFICIALES. 
(Studies on the morphology of a r t i f i c i a l membranes) 
Seguei. C.G., Suwalsky, M., Marin, 0 . , Facultad de 
Ciências y Facultad de Ciências Biológicas, Universi_ 
dad de Concepción. 

Por difracción de rayos X se analizaron bicapas lipi_ 
dicas de membranas s i n t é t i c a s de L-cc-Dilauril Fosfa-
t id i le tanolamina (DLEJ, Ias cuales fueron sometidas 
a d i fe ren tes grados de h idra tac iõn a una temperatura 
de 20°C. Los resul tados experimentales permiten pos_ 
t u l a r que los fosfol ípidos se or ientan en l a bicapa 
con sus cadenas hidrocarbonadas totalmente extendidas 
mientras que los grupos h id ro f í l i cos se ubican para­
l e lo s a l plano de l a bicapa. El aumento de la h idra 
taciõn provoca una mayor separaciõn ent re Ias bica -
pas . 

Las membranas de DLFE se estudiaron asimismo por mi-
croscopía e l ec t rõn ica ; para e l l o fueron f i jadas en 
glutaldehido/OsO^, incluidas en Epon-Araldita y cor­
tadas con ultramicrótomo. Las micrografias obteni -
das revelaron una subestructura de per iodicidad lami_ 
nar , en l a cual e l cuerpo h i d r o f í l i c o , que es l a zo­
na donde se deposita e l OsO*, alcanza mayor cont ras ­
t e presentando dimensiones de 12 8 aproximadamente. 
El interespaciado correspondiente a Ias cadenas h i -
drofõbicas es de 36 8 resul tando un valor dei ancho 
de l a bicapa de 49 ft ± 3 8, valor que es tá dentro 
dei rango de dimensiones determinadas por difracción 
de rayos X. 

Micrografias de l a s superf ic ies de Ias membranas, ob-
tenidas por metal ización con C-Pt, revelan que se tra_ 
t a de superf ic ies l i s a s con una d i s t r ibuc iõn a l azar 
de p a r t í c u l a s . 
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ESTÚDIOS ESTRUCTURALES DE MEMBRANAS ARTIFICIALES. 
(Structural s tudies on a r t i f i c i a l membranes). 
Suwalsky, M., Tapia, J . , Knight, E . , Seguei, C.G. 
y Duk, L. Departamento de Química, Facultad de Cien 
c i a s , Universidad de Concepción. 

Membranas a r t i f i c i a l e s altamente c r i s t a l i n a s y 
muy or ientadas de los fosfol ípidos s i n t é t i c o s dimi-
r i s t o i l l e c i t i n a (DML), d i l a u r i l f o s f a t i d i l e tanola 
mina (DLE), d i m i r i s t o i í fosfat idi le tanolamina (DMEj" 
y d ipa lmi to i l fosfat idi le tanolamina (DPE), a s í como 
de los productos de Ias interacciones del ion Ca^+y 
co le s t e ro l con DML, están siendo estudiadas en nues_ 
t ro labora tór io por difracción de rayos X y micros-
copía e l ec t rón ica . Las membranas son analizadas en 
términos de conformaciones moleculares, celdas un i ­
t á r i a s , grupos espacia les y morfología, a s í como 
sus variaüiones por efectos de l a h idra tac ión . 

En términos generales todos los fosfol ípidos 
estudiados se carac ter izan por presentar la es t ruc­
tu ra de bicapa, con los grupos polares inclinados 
con respecto a Ias cadenas hidrocarbonadas extendi-
das. Consecuentemente, e l ancho de Ias bicapas es 
una funciõn d i r e c t a de l a longitud dei ãcido graso 
correspondiente. 

Mientras l a e s t ruc tu ra de DML es es tab i l i zada 
por in teracciones e l e c t r o s t ã t i c a s e hidrofõbicas , en 
ias etanolaminas predominan es t a s ú l t imas . En con-
secuencia, DML sufre profundos câmbios por acción de 
l a h idra tac ión , principalmente una progresiva separa 
ción de Ias bicapas acompanada de un desorden molecu 
l a r ro t ac iona l , mientras que es tos efectos son meno­
res en Ias fosfa t id i le tanolaminas . 

TRANSPORTE ACTIVO DE C l " EM PIEL AISLADA DE 
CAUDIVERBERA CAUDIVERBERA. ( A c t i v e Cl~ t r a n s ­
p o r t a c r o s s i s o l a t e d s k i n of C a u d i v e r b e r a c a u ­
d i v e r b e r a ) . T o r r e s , R. y Wol f f , D! D e p a r t a ­
mento de B i o l o g i a , F a c u l t a d de C i ê n c i a s B ã s i -
ca s y F a r m a c ê u t i c a s , U n i v e r s i d a d de C h i l e . 

En p i e i a i s l a d a de r a n a s e h a d e t e r m i n a d o l a 
e x i s t ê n c i a de dos mecanismos de t r a n s p o r t e a c t i 
vo de C l " , uno que s e e v i d e n c i a en s o l u c i o n e s ~" 
muy d i l u í d a s ( 2 . 5 mM)y o t r o que s e e v i d e n c i a 
en s o l u c i o n e s c o n c e n t r a d a s (o*100 mM) En Cau­
d i v e r b e r a c a u d i v e r b e r a s e ha d e t e r m i n a d o , i n vi_ 
v o , l a p r e s e n c i a d e i mecanismo t r a n s p o r t a d o r de 
C l " en b a j a s c o n c e n t r a c i o n e s . En e s t e t r a b a j o 
s e e s t ú d i o e l t r a n s p o r t e a c t i v o de Cl~ en p i e i 
a i s l a d a en s o l u c i o n e s c o n c e n t r a d a s ; p a r a e l l o s e 
u t i l i z o un s i s t e m a de c o n t r o l de p o t e n c i a l (Vo l 
t a g e c l a m p ) p a r a c o r t o c i r c u i t a r e l p o t e n c i a l ~" 
t r a n s e p i t e l i a l ( V t ) d e l a p i e i , l a que s e monto 
en una câmara de U s s i n g con s o l u c i o n e s s i m é t r i 
c a s s i n Na + , s i e n d o e s t e r e e m p l a z a d o p o r c o l i n a y " 

Los r e s u l t a d o s i n d i c a n una i n v e r s i o n d e l p o ­
t e n c i a l t r a n s e p i t e l i a l , r e s p e c t o de l a p o l a r i d a d 
que s e m a n i f i e s t a en p r e s e n c i a de N a + , y t a m b i é n 
una i n v e r s i o n de l a c o r r i e n t e de c o r t o c i r c u i t o 
( c . c . c ) . T a n t o e l p o t e n c i a l como l a c o r r i e n t e 
caen a c e r o cuando a l med io que bafia e l l a d o mu 
c o s o de l a p i e i se l e a g r e g a C u + + 1 0 ~ 5 M , e l q u e " 
h a s i d o d e s c r i t o como i n h i b i d o r de l a p e r m e a b i ­
l i d a d a l C l " . 

T a n t o l a i n v e r s i o n de l a c . c . c . como l a i n v e r 
s i ô n de l a p o l a r i d a d d e i p o t e n c i a l t r a n s e p i t e - -

l i a i as_j cono l a a n u l a c i ô n de ambos p o r e f e c t o 
d e i Cu , e s t á n en p e r f e c t o a c u e r d o con l a h i -
p ó t e s i s de un t r a n s p o r t e a c t i v o de C l " en s o l u ­
c i o n e s muy c o n c e n t r a d a s . 


