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La piel de batracios como modelo de transporte

J. CONCHA

Departamento de Ciencias Fisiologicas. Facultad de Ciencias Biologicas y de Recursos Naturales.
Universidad de Concepcion

Como introduccién a esta conferencia de-
seo rendir un corto homenaje a los inves-
tigadores que dieron realce al estudio del
transporte en piel de sapos y ranas. Entre
ellos merecen especial mencion los del
grupo de Copenhagen y como labor sobre-
saliente la del 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 Fisiologia realizado en
Copenhagen en 1950.

El Director del Laboratorio de Zoofisio-
logia de Copenhagen, el Dr. Augusto
Krogh, un eminente fisiblogo que habia
realizado importantisimos trabajos en fené-
menos respiratorios, también se habfa preo-
cupado de realizar estudios de permeabili-
dad y osmosis en piel de ranas. Sin embar-
go, no habifa logrado el grado de interés y
difusiéon de los trabajos de Ussing y colabo-
radores. Este investigador que comenzd
como bidlogo marino realizando trabajos
en plancton, muy pronto se entusiasmé con
el ambiente tan atrayente y estimulante del
Laboratorio de Zoofisiologia. Antes de
quedarse definitivamente en él, habia esta-
do haciendo estudios de quimica de prote{-
nas en el laboratorio de Sgrensen con el Dr.
Linderstrom-Lang y estudios de fisico-qui-
mica en el laboratorio del Dr. Brgnsted. La
cercania del Instituto Niels Bohr de Fisica
Teorica, que posefa un ciclotrén, le permi-
ti6 tener contacto con el Dr. Hevesy quien
fue el primero en utilizar trazadores iso-
tépicos. Junto con Hilde Levi, asociada de
Hevesy, pudo realizar experimentos en piel.
Después de los trabajos con el Dr. Berker
Jorgensen en axolotes y musculo sartorio se
traslad6 a EE.UU. en 1948 con una beca de
la Fundacion Rockefeller. Se instald en
Berkeley donde trabajé en el “Radiation

Laboratory”. Como no tenia dinero sufi-
ciente para sus investigaciones, aprovechaba
los frascos desechados con restos de Na?¢ y
I131 que habfan sido utilizado en pacien-
tes. Durante su estadfa en EE.UU. discutio
con ¢l Dr. Lund el problema de los fenéme-
nos eléctricos y bioquimicos en piel de
rana. El Dr. Lund difundi6 su teorfa de
potenciales redox para explicarlos. Ussing
no estuvo de acuerdo ya que sus estudios
previos y las ecuaciones de flujo que habia
elaborado le indicaban otro mecanismo.
Fue entonces cuando ided el método de la
corriente de cortocircuito. Cuando estuvo
de regreso en Copenhagen estusiasmé al Dr.
Zerahn quien habia estado trabajando en
metabolismo fosforado en levadura. Aban-
dond sus trabajos y empezd a construir
junto con Ussing el aparato que les permi-
tirfa medir la corriente neta de sodio que
comparada con el flujo neto de sodio
medido con Na’?* y Na?? resulté ser
equivalente. Este fue el trabajo fundamen-
tal que presentaron en 1950 al Congreso
Internacional de Fisiologfa de Copenhagen,
que inici6 una activa y fructifera discusién
que entusiasmé a los investigadores de los
cuatro puntos cardinales del mundo. Des-
graciadamente el Dr. Krogh no pudo gozar
de este éxito pues murié antes de que el
Congreso se realizara.

Durante los afios después del Congreso,
el Laboratorio de Zoofisiologia 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 estudios de Ussing y su escuela as{
como los de la mayorfa de los investigado-
res que tomaron como modelo bioldgico de
transporte la piel de batracios, se refieren al
epitelio con sus diferentes capas de células
sin tomar en cuenta a las glandulas mucosas
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y serosas que en el caso de las primeras
pueden alcanzar una densidad de 50 por
mm?. El papel que juegan estas glandulas
en el modelo bioldgico de piel es tanto o
mds importante que el que corresponde al
epitelio. De los trabajos realizados por
nosotros en piel de Bufo arunco, Pleurode-
ma thaul y Caudiverbera caudiverbera se
desprende que las glandulas tienen una
clara y efectiva funciéon de transporte de
sodio, funcién que es eficazmente modula-
da por el sistema nervioso central. Este
transporte depende de la actividad del
sistema nervioso simpdtico cuya descarga
de noradrenalina y adrenalina provoca un
aumento del transporte de mdas de un 50%.
El sistema nervioso a través del simpatico
controla y modula solamente el transporte
glandular, ya que en zonas de piel carentes
de glindulas no se observa aumento por
estimulacién nerviosa. En apoyo a nuestras
observaciones esta el trabajo de la Dra. Eva
Sjoberg del Departamento de Fisiologia del
Instituto Karolinska de Estocolmo quien
demostrd que en la piel de rana solamente
se encuentran terminaciones nerviosas sim-
péticas a nivel de las glaindulas en tanto que
frente al epitelio no aparecen terminaciones
de ese tipo. En cuanto a nuestra posicién
de dar importancia al sistema nervioso
como regulador del transporte en piel de
batracios, el trabajo de Steggerda y Ponder
del Departamento de Fisiologia de la Uni-
versidad de Illinois, nos da la razén al
establecer que la destruccién mecdnica del
sistema nervioso central produce una dismi-
nucién del transporte en piel del orden de
un 52%. Por otro lado la inyeccién de
estricnina produce aumentos del transporte
de hasta un 38%. La disminuciéon del
transporte por destruccién nerviosa central
no es un fendmeno derivado de cambios
circulatorios ya que la extirpacién del
corazdén no produce variaciones notables
del transporte.
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La piel de batracio puede considerarse
como un verdadero Organo que cumple
entre otras, funciones de respiracion, ya
que hasta un 40% de la respiracion del
animal se realiza a su través; ademas,
desempefia funciones de secrecién y absor-
cion glandular, entre las que consideramos
el transporte glandular de sodio; funciones
de transporte activo de sodio y cloro en el
epitelio; sintesis de polipéptidos como bra-
diquinina, fisalemina, eledoisina, sustancia
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 aminodcidos. En
las terminaciones nerviosas subglandulares
existe bastante noradrenalina y en las glan-
dulas serosas se encuentra abundante sero-
tonina y bufotoxina. En el corion se
encuentra prostaglandinas. De todo lo ante-
riormente expuesto se desprende que la piel
como modelo de transporte es compleja y
por lo tanto al realizar estudios de ese tipo
hay que tener presente esta complejidad y
tener cuidado de que en la manipulacién
con drogas o con soluciones hiper o hipos-
moticas se descarte la intervencién de una o
mas de las sustancias nombradas que pue-
den, por si solas, estimular o inhibir el
transporte en estudio.

En conclusiéon la piel de batracios es un
organo en el que se pueden hacer estudios
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 las
debidas precauciones para descartar accio-
nes secundarias provocadas por algunas de
las sustancias activas liberadas y en conse-
cuencia, como modelo de transporte, hay
que tomarla con beneficio de inventario.
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¢Qué nos ensefian las bicapas?

OSVALDO ALVAREZ y PEDRO LABARCA

Universidad de Chile, Facultad de Ciencias Bdsicas y Farmacéuticas;
Universidad de California, San Diego

A principios de este siglo, Bernstein propu-
so una teoria para explicar la excitabilidad
celular, que consistia en tres proposiciones:
i) Las células estin compuestas por una
solucion 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 hipétesis estd
vigente en nuestros dias y podemos hacer
afirmaciones bien precisas sobre las bases
moleculares que explican como cambian de
permeabilidad las membranas. Hoy sabe-
mos que las membranas celulares estin
hechas de una bicapa de l{pidos, impermea-
ble a los iones y que algunas proteinas de la
membrana estdn 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 funcién del potencial eléctrico o la
presencia de mediadores quimicos. Esta
vision de la excitabilidad a nivel de mem-
brana es, en gran medida, fruto de los
estudios en sistemas modelos compuesta de
bicapas de lipidos con proteinas.

Los cambios del estado de conduccion
de los canales idnicos en axolema se deben
a cambios 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 prediccion de la teorfa ha
sido comprobada experimentalmente: las
membranas excitables se comportan como
un dieléctrico no-lineal, en el intervalo de
potencial en que se registran cambios de
permeabilidad i6nica. Esta no-linearidad se
expresa como ‘“‘corrientes de desplazamien-
to” (1, 2).

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

La electrocompresiéon se puede medir
haciendo determinaciones de los cambios
de capacidad eléctrica en funcién de poten-
cial eléctrico transmembrana. Estos cam-
bios son pequefios, del orden del uno por
mil al aplicar 100 mV, pero se pueden
medir usando técnicas de promediacidén de
sefiales transitorias. La capacidad resulta ser
una funcién del potencial eléctrico al cua-
drado, pasando por un minimo cuando el
potencial transmembrana es cero. En mem-
branas con distribucién desigual de l{pidos
cargados en sus dos monocapas, el minimo
ocurre cuando el potencial aplicado com-
pensa exactamente la diferencia de poten-
cial superficial. Las medidas de electrocom-
presiéon son un nuevo método para medir
asimetrfa de membranas. Suponiendo que
la electrocompresién medida en bicapas es
una buena medida de la compresiéon de
membranas biolbégicas, se puede estimar
que un 1% de las ““corrientes de desplaza-
miento” son debidas a este fenémeno (3).

El uso de membranas artificiales de
lipidos como modelo de membrana celular
permite contar con un sistema simple en el
cual reconstituir y estudiar canales iénicos
individuales con el objeto de estudiar su
comportamiento y derivar de allf los princi-
pios basicos que generan el potencial de
accion en el nervio (4).

El primer estudio de este tipo se llevo a
cabo a través de la incorporacion de EIM
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(Excitability Inducing Material) en mem-
branas artificiales de lipidos. La observa-
cion de fluctuaciones de la conductancia de
la membrana debidos a la presencia de un
canal i6nico inducido por EIM demostrd
que éste presentaba s6lo 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 funcion del potencial de membrana.
Estas observaciones llevaron a postular un
modelo de dos estados para el funciona-
miento de este canal. La contribucién mas
importante de los estudios del canal de EIM
consiste en que el modelo de dos estados de
conductancia cuya probabilidad depende
del potencial eléctrico da cuenta de la
fenomenologia bdsica de excitabilidad ob-
servada a nivel macroscopico en membranas
biologicas. Paradojalmente, se ha encontra-
do que el EIM no es una protefna de
membranas (5).

Una segunda etapa en el estudio de las
bases moleculares de la excitabilidad celu-
lar, consistente en la reconstitucién de
canales iénicos derivados de membranas
biolégicas, en una membrana artificial, ha
comenzado a desarrollarse en afios recien-
tes. El problema bisico a resolver en este
caso es el de la incorporacién de una
proteina de membrana, en su estado nativo,
en una bicapa de lipidos. Actualmente
existen dos métodos para lograr tal incor-
poracion. El primero consiste en la fusion
de vesiculas derivadas de una membrana
bioloégica con una membrana artificial de
lipidos. El segundo método consiste en
formar monocapas a partir de vesiculas
derivadas de una membrana biologica o de
liposomas que contengan una protefna de
membrana, y la posterior formacién de una
bicapa a partir de dos de estas monocapas.
La técnica de fusion de vesiculas con
membranas artificiales ha permitido incor-
porar canales voltaje-dependientes, selecti-
vos para potasio, provenientes del reticulo
sarcoplasmico, y un canal de cloruro prove-
niente del érgano eléctrico de anguila. Las
propiedades cinéticas de estos canales son
consistentes con los postulados bisicos del
modelo de dos estados desarrollados a
partir de los estudios del canal de EIM (6,
7).
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La técnica de formacién de bicapas a
partir de monocapas permitié la incorpora-
cion del canal de acetilcolina. El receptor
de acetilcolina es la primera protefna de
membrana que participa en fenémenos de
excitacion celular, que ha sido purificada y
reconstituida en una membrana artificial.
Aunque la probabilidad de los estados
abierto y cerrado del receptor no es contro-
lada. por el potencial de membrana, sino
que por el ligamen de un neuro-transmisor,
los postulados basicos de la teoria de
canales i6nicos son aplicables a su estudio.
La observacidén de fluctuaciones de la con-
ductancia de la membrana, mediados por la
apertura y cierre del canal i6nico asociado
al receptor, indican que éste posee una
cinética compleja. Sin embargo, se ha en-
contrado que el canal del receptor de
acetilcolina presenta sé6lo dos estados de
conductancia y que el comportamiento de
cada canal individual reproduce las observa-
ciones hechas en membranas nativas en
relacién con la permeabilidad inducida por
el ligamen de acetilcolina con el receptor
(8).

La purificacién de los canales idnicos
relacionados con la excitabilidad y su re-
constitucibn en membranas artificiales
constituyen el camino mads racional a seguir
para resolver la estructura y funcién de
estas entidades a un nivel molecular. Sin
embargo, la membrana artificial no es el
linico sistema que permite estudiar canales
ionicos individuales. En los ultimos afios, y
gracias a la introduccién de un método en
que se mide corriente en un drea pequefia
de membrana, ha sido posible registrar
canales ionicos individuales del receptor de
acetilcolina, asi como de los canales de
Sodio y Potasio responsables del potencial
de accién, en la membrana nativa. El
registro de fluctuaciones de la conductancia
de la membrana debido a la apertura y
cierre de los canales de sodio ha permitido
reconstruir la corriente de sodio del poten-
cial de accién a partir del comportamiento
individual de los canales (9).
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ESTIMACION DEL TRANSPORTE DE AMINOACTDOS BN
GRGANO AUTOPERFUNDIIO IN SITU.(Estimation of
aminoacid transport by"in situ" autoperfused
organs). Bravd I.,Cruz M.A.y Rojas,S. Depto
v1enc1as ElS]OlOFlCaS Universidad de Concep-
cién.

4 fin de caracterizar permeab1l]dad capilar
se ha recurrido a la estimacidn de la extrac-
cidn fraccnonaé gg Eggtmolecula test desde la
sangre "E"= .Una expresidén similar
ha sido utll:zgag pggs estimar captacibén tisu-
lar hepitica de aminodcidos. En este trabajo
se dan mayores evidencias sobre la utilidad
del método para estudios de transporte hepato-
celular en el higado avtoperfundido "in situ"

Se trabajbé en perros alimentados con dieta
equilibrada. A un grupo se le dio a beber eta
nol al 15A (v/v) durante 48 hrs. El grupo con
trol bebid agua ad.lib. Fn el animal anest951

ado se inyectd a través de la porta-una mez-
cla de trazadores:Sodio-22, como referencia
extracelular, y un amjnoac1do marcadc como tra
zador test. Se estimd volumen extracelulag he=
patico 14 captacngn tisular de L-leucina~H”,gli
cxna-C y. ATB-H”, de acuerdo a técnicas ya
descritas.

Los valores de captac1on celular hepitica de
los amino&cidos en el grupo control fueron si-
nilares a los obtenidos por otros, utilizando
técnicas y/o preparaciones diferentes. La in-
gesta alcohollca redujo significativamente la
captacidén de glicina y de ATB, y en menor gra-
do la de leucina. Después de infundir por la
porta glicina fria o etanol en animales contro
les, se observb inhibicibén de la captacibén de”
¢licina y de AIB.

AISLAMIENTO DE RECEPTORES EN BIOMEMBRANAS
(Isolation of receptors from biomembranes)
Marta C.Bunster B,.Dept.C Fisioldghcas,Univer—
sidad de Concepcion.

Se describid el aislamiento de receptores
a Concavalina A(Con-A) en membranas de celu-
las CHO H7w;para ello se utilizaron técnicas
de marcaje de células con I y 3H utilizando
la técnica de la lactoperoxidasa con el gbje-
tp de segu1r la purlf1cac1on Un primer metodo
consistid en utilizar tecnicas de cromatogra-
fia de afinidad(Agarosa-ConA) y elucidn poste-
rior con el hapteno alfa-metil-manosa,y por
posterior electroforesis en gel de pollacrila—
mida, analizandolos por autoradlografla o por
fluorografla dependiendo de la marcaj;detec-—
tandose tres tipos de receptores de dlferen—
te afinidad por ConA utilizando los graficos
de Scatch§rd.

Tambien se utilizd inmunotécnicas cemo
un método alternativo para su purlflcaclon
mediante el uso de anticuerpos anti ConA ,ca-
racterizandolos por electroenfoque 1soe1ectri-
cp y por la cuantiflcac1on de la radiacidn
presente en cada fraccidn.

Se pretende con esta separac1on de recep-
tores identificar a aquellos que estan involu-
crados en el proceso de aglutlnacion celular
gue puede lograrse utilizando anticuerpos es~
pecificos.

linomicina-X* y nonactina-K*.
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MODIFICACION DEL TRANSPORTE DE IONES EN MEMBRA-
NAS ARTIFICIALES POR DDT Y DDE. (Modification
of ion transport in artificial membranes by DDT
and DDE). Bull, R. y Wolff, D. Depto.de Fisio-
logia y Bloflslca, Fac.de Med1c1na y Depto. de
Biologia, Fac.de Ciencias Bisicas y Farmacéuti-
cas, Universidad de Chile.

‘Existen diversas evidencias que los insectici
das interfieren con procesos de transporte en
membranas bioldgicas, aunque los mecanismos de
accidn no son aln conocidos. Podrian actuar di
rectamente sobre la estructura de canales o
transportadores o indirectamente modificando
propiedades fisicas de la matriz lipfidica. Con
el objeto de dilucidar el mecanismo de accidn
de los insecticidas sobre el transporte de io-
nes en membranas estudiamos el efecto del DDT y
su andlogo DDE sobre los parémetros estructura
les de bicapas lipfidicas de fosfatidil etanola
mina (PE). DDT y DDE disminuyen de modo compa-
rable la corriente llevada por los complejos va
DDT y DDE (en me
nor grado) aumentan la conductancia tanto para
el anidn tetrafenilborato como para el catién
tetrafenil arsonio. Mediciones directas del po
tencial de superficie de monocapas de PE, mues
tran que este no es alterado por DDT ni DDE.

Por otra parte DDT produce un aumento en la ca
pacidad eléctrica de la bicapa de sdlo un 2% y
DDE de un 1%,

Estos resultados son . compatibles con la hipd
tesis de que estos compuestos organoclorados

:aumentan la conductancia 1ntrinseca de la mem-
‘brana haciendo la bicapa mds fluida e incremen

tando en menor grado su constante dieléctrical

MODIFICACIONES QUIMICAS 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 Quimica, Universidad de
Concepci6n, Casilla 3-C, Concepcidn, Chile y Departa-
mento de Bioquimica, Universidad de Cambridge. U.K.

La membrana plrpura ocupa el 50% del 4rea de 1la
membrana celular del bacterio. Contiene uma sola pro-
teina, bacteriorodopsina, la cual estd unida a una mo-
lécula de retinal, y que le confiere la capacidad de
transporte activo de protones. Esto se traduce en la
sintesis de energia a partir de luz. Esta membrana se
encuentra cristalizada en su estado natural, por lo
que constituye un excelente modelo para determinar la
estyuctura de membranas naturales. Nosotros estamos
interesados en el mecanismo de transporte de protones
a través de esta membrana (50 &), para dilucidar la
contribucién de la proteina en este proceso. Nos preo
cupamos del posible rol de tirosina. Cabe destacar que
esta proteian tiene un peso molecular de 25.000 y que
contiene 10 tirosinas. Estos residuos fueron modifi-
cados selectivamente con tetranitrometano, que es ca-
paz de reaccionar tanto en medio hidrofilico e hidro-
fobico. La técnica utilizada fue la de Riordan y Vallee
con un rango de concentracién molar TNM/enzima de
1/100, En todos los experimentos se realizd un control
en idénticas condiciones. Luego de modificar esta mem-
brana pura, se realizaron las siguientes determinacio-
nes; anidlisis de aminodcidos, capacidad de tramsloca-
cién de protones (en vesiculas), electroforesis en
SDS, difraccibn de rayos X. Se establecid que es posi
ble modificar el 40% de las tirosinas, sin afectar la
actividad de transporte de protones y solamente al mo
dificar un 85% de ellas se logrd anular su actividad.
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TRANSPORTE DE JONES EN MENERANAS TRATADAS CON HEMO.
CIANIFA. (Ion transport in hemocyanin-treated
membranes). Ceoohi, X. y Alvarez, O. Departamento
de Biolog{a, Facultad de Ciencias Bdsicas y
Farmacéutioas, Universidad de Chile.

La hemocianina es una proteina que forma canales
conductores de iones en membranas artificiales. Si
86 pone hemocianina por un solo lado de la membra-
na, los iones positivos pasan mds fdcilmente si
entran a la membrana por el mismo lado de la hemow
oianina que en el sentido opuesto. El propésito de
eate trabajo es estudiar si esta diferencia de per.
meabilidad se debe a una asimetrfa del canal o a
un cambio de la estructura producido por el campo
eléotrico usado para mover loa icnes a travds de
la membrana. .

La téonica usada fue medir la diferencia de las
corrientes producidas por potenciales positivos o
negativos en funcidn del tiempo, usando pulsos de
potencial eldotrico.

Nosotros observamos que en el borde iniocial del
pulso, la diferencia de corriente presenta un ourso
temporal de forma sigmoidal , mientras que en el
borde final presenta un curso temporal exponencial.
Nosotros hemos reconstrufdo esta oinétioa usando
como datos el ourso temporal del potemcial aplicado,
la curva corriente—potencial del canal de hemociaw
nina en estado eatacionaric y la funciémn de trane-
ferencia del sistema de registro de corriente. Como
este modelo no incluye cambios de la conduotancia
en funcidén del tiempo, concluimos que la rectifica-
cién del canal de hemocianina se puede explicar
usando cualquier modelo estdtico de un canal asimé.
trico.

Grant B-1224-811, Universidad de Chile,

PROPIEDADES ELECTRICAS DE LA MUCOSA DEL COLON CE PEPRO.
(Electrical properties of dog colon mucosa).

Gazitda,S. y Arriagada,E. Departamento de Ciencias Fi-
sjoldgicas, Universidad de Concepcidn.

Un método se desarrolld in vivo para mantener esta-
bles por perindos prolongados las caracteristicas eléc-
tricas de la mucosa del colon de perro. Esto se logrd
al conservar el volumen del Graano rigurosamente cons-
tante.

La olucosa intraluminal produjo un aumento del po-
tencial transmural (pd) y de la corriente de cortocir-
cuito (cotransporte sodio-alucosa). E1 reemplazo de Na
por K en el perfusado causo un aumento de pd (potencial
de difusién) mientras aue la substitucidn con manitol
provocd una inversion (potencial de dilucidn). En la
soTucion de manitol Ta glucosa abolid efectivamente el
pd negativo (cotransporte de glucosa con iones sodio
refluidos desde los capilares), mientras que en la so-~
lucién de potasio el efecto del aziicar fué mds pequefo
que el control (inhibicidn del cotransporte sodic-qlu-
cosa por el potasio). La perfusion de una solucidn hi-
perosmftica provocd potenciales "streaming” dependien-
tes de Na y sensibles a dinitrofenol (potenciales de-
pendientes del tamafio intercelular). A diferencia del
potencial de qlucosa, los potenciales "streaming" no
mostraron signos de saturacidn (pronunciada conductivi-
dad hidraulica del epitelio).

La existencia de potenciales "streaming", de difu-
sién y de glucosa en el colon canino, indican que este
epitelio tiene mds en comln con el intestino delgado ocue
1a mayoria de los cdlones de Tos mamiferos.
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“CONTROL NERVIOS0 DEL TRAMSPORTE DE SODIC EN PIEL DE
SAPQ". (Nervous control of the sodium transport through
the toad skin). * Concha J.,Gonzdlez,C. y Acevedo,C.G.
Departamento de Ciencias Fisioldgicas,Facultad de Cien-
cias Bioldgicas y de Recursos Naturales.Universidad de
Concepcidn.

Algunos autores han sefialado aue la estimulacidn ner-
viosa provoca cambios bioeléctricos en piel. E1 presente
trabajo pretende evidenciar Ta notoria accién que tiene
el sistema nervioso en el control del transporte de so-
dio en piel de batracios chilenos.

Se trabajo en preparaciones nervio-piel y en animales
a los que se les estimulé hipotdlamo. La piel se colocd
en cdmara tipo Ussing para registro de diferencia de po-
tencial (DP) y corriente de cortocircuito (CCC)antes y
después de estimulacidn nerviosa. E1 hipotalamo se esti-
muld con electrodos bipolares finos.

La estimulacidn del nervio origind en la piel una res
puesta bifasica consistente en una disminucién de DP y
CCC de corta duracidn. E1 primer efecto denominado alfa
se deprimid con blogueadores alfa adrenérgicos y el se-
gundo denominado beta decrecié con bloqueadores beta.

Se demuestra aue ambos efectos dependen de la estimula-
cién simpdtica ya que desaparecen después de simpatecto-
mia quirdrgica o quimica. La estimulacidn hipotalamica
produce Tos mismos efectos. Las respuestas descritas se
atribuyen a transporte de sodio a nivel de las gldndulas
ya que no se observan en zonas de piel sin gldndulas.

Se concluye aue el sistema nervioso controla el trans
porte de sodio a través de la piel de batracios modulan-
do la actividad glandular de secrecidn y reabsorcifn.

* PROYECTO N°20.33.01 de la Nireccidon de Investigacion
de la Universidad de Concepcidn

REQUERINMIENTO LIPIDICO EN EL MECANISMO ENZIMATICO DEL
TRANSPORTE ACTIVO DE SODIO. (Lipidic requirement in the
enzymatic mechanism of the sodium active transport).
Jedlicki, A., Gonzdlez, M.E. y Zambrano, F. Facultad de
Ciencias Bésicas y Farmac&uticas, Departamento de Biolo-—
gia, Universidad de Chile.

Los sulfdtidos, glicolipidos que se encuentran en la
membrana plasmdtica, son un requerimiento especifico pa-
ra la actividad (Nat+K1)-ATP3sica. Es importante diluci-
dar en qué etapa del mecanismo de accidn de la (Na++K+)—
ATPasa participan. Resultados previos involucran a los
sulfitidos en la afinidad de la enzima por Kt, por lo
tanto, se estudif la dependencia de ellos en la actividad
fosfatdsica dependiente de K¥, en la defosforilacidn de-
pendiente de K' de la (Nat+k%)-ATPasa y en el ligamen de
ouabaina a esta enzima.

Al pretratar con arilsulfatasa una fraccidn microsomal
rica en actividad fosfatdsica dependiente de K, se ob-
serva un 80% de inactivacidn, fendmeno que no es reverti
do por una alta concentracién de K¥, en cambio la adicidn
de sulfdtidos microdispersos al medio si produce un in-
cremento de la actividad remanente.

Al estudiar la defosforilacidn de la (Na++K+)—ATPasa u
tilizando % P-ATP también se observa una marcada inhibi-
cidn de esta etapa de la reaccidn cuando en la fraccida
microsomal han sido hidrolizados los sulfdtidos.

La hidr8lisis de estos glicolipidos produce ademids al-
rededor de un 90% de inhibicidn del ligamen de ouabaina,
proceso que es en parte revertido por la adicidn de sul-
fitidos microdispersos al medio.

Estos resultados indican que al hidrolizar los sulfati
dos, se modifica la afinidad por K* y que estos lipidos
son requeridos por la (Nat+kt) -ATPasa en la etapa de de-
fosforilacidn.
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PROPIEDADES DEL RECEPTOR DE ACETILCOLINA RECONS
TITUIDO EN MEMBRANAS ARTIFICIALES DE LIPIDOS.
(Channel properties of the purified Acetilcho-
line receptor reconstituted in artificial 1lipid
bilayers) *Labarca,P., +Lindstrom, J.y #Montal,
M, *Universidad ae California, San Diego y +
Salk Institute.

E1l receptor de acetilcolina (RAC), purifica-
do del drgano eléctrico de Torpedo californica,
ha sido reconstitufdo en una membrana artifi-
cial de Lipidos. Las membranas artificiales en
las cuales el receptor ha sido incorporado pre-
sentan una conductancia que depende de la con-
centracién de agonista. Esta conductancia es
inhibida por las antagonistas curare y hexame-
tonio.

El estudio de fluctuaciones de canales indi-
viduales de RAC demuestran que la vida media

del canal abierto (T ) depende del tipo de ago

nista usado, 51gu1endo la secuencia: Subarildi-
colina » Acetilcolina > Carbamilcolina.

Nuestros resultados indican también que ﬂfa
depende de la diferencia de potencial eléctri-
co a través de la membrana.

La purificacién del receptor de acetilcoli-
na, compuesto de 4 subunidades en la razén mo-
lar oG B¢ y su reconstitucién en membra
nas artificiales demuestra que todas las carac
teristicas cinéticas y farmacoldgicas del RAC
estin contenidas en estas 4 subunidades.

ACCION DE PROGESTERONA SOBRE PARAMETROS BIOELECTRICOS
DE PIEL DE SAPO AISLADA (Action of progesterone on bio-
electric parameters of isolated toad skin).

Neumann,V.; Concha,J.;Quevedo,L. Departamento de Cien-
cias F1s1o1og1cas, Fac.Ciencias Bioldgicas y de Recur-
sos Maturales, Universidad de Concepcidn. *

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio
sefialaron que Progesterona (Pg) disminuia corriente de
cortocircuito (CCC) y diferencia de potencial (DP) de
pieles aisladas de Pleurodema thaul, montadas en cama-
ras de Ussina. Esta disminucion se atribuia a disminu-
cién del potencial del *a.

En el presente trabaio se descarta un efecto sobre
la bomba de Na en base a estudios histoquimicos y com-
portamiento frente a concertraciones variables de Nat
en el medio. Se demuestra la correlacifn existente en-
tre CCC inicial y caida de CCC después de agregar Pg_

3 x 10-%M al medio mucosal (r = 0.97). Mediante el mé-
todo de Warburg se cuantificé la inhihicion del consumo
de oxigeno de pieles incubadas en presenc1a de Pg 4,5
x 10-4M. Dicha inhibicidn fué de un 48.52% 4,7%. Por
otra parte la 1nh1b1c12n del consumo de oxigeno en pre-
sencia de ouabaina 10-%M fué de un 25,9 ¥ 3.4%.

En base a los resultados anteriores se sugiere que
la accidon de la hormona es a nivel de sintesis de ATP
y se descarta accién sobre la bomba de Nat - K.

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

FACILITACION DE LA LIBERACION DE NEURO-TRANSMISOR POR
4_-HIDROXIPIRIDINA (4-HP). (Facilitation of the neuro-
transmitter release by 4-HP). Montoya, G., Molgé, J. Le-
meignan, M., y Lechat, P. Instituto de Farmacologia, La-
boratorio Asociado del C.R.N.S. Parfs, Francia.

La 4-HP presenta menor toxicidad que la 4-Aminopiridi
na, bloauea el canal de K* en el axén de jibia y facili-
ta la liberacién de neurotransmisor en la sinapsis neuro
muscular.

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

La accion facilitadora de la 4-HP parece ser de ori -
oen presinantico, pués la droga no modifica el potencial
de membrana, no hay variacién en la amnlitud ni frecuen-
cia de los potenciales en miniatura, ni alteracién en el
tiempo de alza del potencial de placa, ni de la corrien-
te de placa; en cambio 1a 4-HP aumenta el retardo sinap-
tico.

Ne nuestros resultados podemos conclufr que Ta accidn
facilitadora de Ta 4-HP es debida a una mayor entrada de
Ca*t en el terminal nervicso.

ESTUDIOS MORFOLOGICOS DE MEMBRANAS ARTIFICIALES.
(Studies on the morphology of artificial membranes)
Seguel. C.G., Suwalsky, M., Marin, 0., Facultad de
Ciencias y Facultad de Ciencias Blologlcas Universi
dad de Concepcidn.

Por difraccidn de rayos X se analizaron bicapas lipi’
dicas de membranas sintéticas de L-o-Dilauril Fosfa-
tidiletanolamina (DLE), las cuales fueron sometidas
a diferentes grados de hidrataci6n a una temperatura
de 20°C. Los resultados experimentales permiten pos
tular que los fosfolipidos se orientan en la bicapa
con sus cadenas hidrocarbonadas totalmente extendidas
mientras que los grupos hidrofilicos se ubican para-
lelos al plano de la bicapa. E1 aumento de la hidra
tacién provoca una mayor separacién entre las bica -
pas.

Las membranas de DLFE se estudiaron asimismo por mi-
croscopia electrénica; para ello fueron fijadas en
glutaldehido/0s0,, incluidas en Epon-Araldita y cor-
tadas con ultramicrétomo. Las micrografias obteni -
das revelaron una subestructura de periodicidad lami
nar, en la cual el cuerpo hidrofilico, que es la zo-
na donde se deposita el 0sO4, alcanza mayor contras-
te presentando dimensiones e 12 R aproximadamente.
El interespaciado correspondiente a las cadenas hi-
drofébicas es de 36 R resultando un valor del ancho
de 1a bicapa de 49 & + 3 &, valor que esti dentro
del rango de dimensiones determinadas por difraccién
de rayos X.

Micrografias de las superficies de las membranas, ob-
tenidas por metalizacién con C-Pt, revelan que se tra
ta de superficies lisas con una distribucién al azar
de particulas.
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ESTUDIOS ESTRUCTURALES DE MEMBRANAS ARTIFICIALES.
(Structural studies on artificial membranes).
Suwalsky, M., Tapia, J., Knight, E., Seguel, C.G.

Duk, L. Departamento de Quimica, Facultad de Cien
cias, Universidad de Concepcidn.

Membranas artificiales altamente cristalinas y
muy orientadas de los fosfolipidos sintéticos dimi-
ristoil lecitina (DML), dilauril fosfatidil etanola
mina (DLE), dimiristoil fosfatidiletanolamina (DME)
y d1palm1t011 fosfatidiletanolamina (DPE), asi como
de 1os productos de las interacciones del ion Calty
colesterol con DML, estan siendo estudiadas en nues
tro laboratorio por difraccién de rayos X y micros-
copia electrénica. Las membranas son analizadas en
términos de conformaciones moleculares, celdas uni-
tarias, grupos espaciales y morfologia, asi como
sus variacienes por efectos de la hidratacién.

En términos generales todos los fosfolipidos
estudiados se caracterizan por presentar la estruc-
tura de bicapa, con los grupos polares inclinados
con respecto a las cadenas hidrocarbonadas extendi-
das. Consecuentemente, el antho de las bicapas es
una funcién directa de la longitud del Acido graso
correspondiente.

Mientras la estructura de DML es estabilizada
por interacciones electrostéticas e hidrofébicas, en
las etanolaminas predominan estas Gltimas. En con-
secuencia, DML sufre profundos cambios por accién de

la hidratacién, principalmente una progresiva separa
cién de las bicapas acompafiada de un desorden molecu

lar rotacional, mientras que estos efectos son meno-
res en las fosfatidiletanolaminas.

TRANSPORTE ACTIVO DE C1™ EN PIEL AISLADA DE
CAUDIVERBERA CAUDIVERBERA. (Active C1™ trans-
port across isolated skin of Caudiverbera cau-
diverbera). Torres, R. y Wolff, D. Departa-
mento de Biologla, Facultad de Ciencias Bési -
cas y Farmacéuticas, Universidad de Chile.

En piel aislada de rana se ha determinado la
existencia de dos mecanismos de transporte acti
vo de Cl1~, uno que se evidencia en soluciones
muy diluidas (=¥ 2.5 mM)y otro que se evidencia
en soluciones concentradas (#2100 mM) En Cau-
diverbera caudiverbera se ha determinado, In vi
vo, la presencla del mecanismo transportador de
Cl™ en bajas concentraciones. En este trabajo
se estudié el transporte activo de C1~ en piel
aislada en soluciones concentradas;para ello se
utilizé un sistema de control de potencial (Vol
tage clamp)para cortocircuitar el potencial
transepltellal (V¢dde la piel, la que se montd
en una camara de U351ng con soluciones simétri
cas sin Na*,siendo éste reemplazado por colina¥

Los resultados indican una inversidn del po-
tencial transepitelial, respecto de la polaridad
que se manlflesta en presencia de Na',y también
una inversidn de la corriente de cortocircuito
(c.c.c.). Tanto el potencial como la corriente
caen a cero cuando al medio que bana gl lado mu
coso de la piel se le agrega cut M,el que
ha sido descrito como inhibidor de la permeabi-
lidad al €1~

Tanto la inversidn de la c.c.c. como la inver
sién de la polaridad del potencial transeplte—
lial a§1 como la anulacidn de ambos por efecto
del Cu”", estdn en perfecto acuerdo con la hi-
pétesis de un transporte activo de Cl1- en solu-
ciones muy concentradas.




