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CONFERENCIA DR. REINALDO DIPOLO

REGULACION DEL INTERCAMBIADOR Na/Ca POR ca’t .
INTERACCICN DE LIGANDOS CON EL SITIO REGULATORI&.
EFECTOS DE ATP, Na,, CATIONES MONOVALENTES Y Mg q°
(Regulation of Na/Ca exchange by CaZI. Ligand
interacticons with the regulatory site: the effect of
ATP, Na, monovalent cations and Mg.). DiPolo, R. y
BReaugé, 1. IVIC, Caracas, Venezuela e Instituto M. y
M. Ferreyra, Cordoba, Argentina.

Hemos estudiado las caracterIsticas del sitio re-
gulatorio para Ca, del intercambio Na/Ca en axones
dializados de cafhmar bajo condiciones de voltaje
controlado. La activacién en la entrada de calcio
dependiente de sodio interior (intercambio Ca :Nai o
"modo reverso') por Ca, se tomd como una medid® de'la
afinidad aparente del 8itio regulatorio para Ca,.
Para eliminar la presencia de otras reaccionés del
intercambiadoer Na/ca (Na :Ca,, Ca :Ca, y Na :Na,) las

- o] 0 o) i
curvas de activacion para éa se midieron en con-
diciones de alto sodio interior y en ausencia de so-
dio exterior. Los resultados obtenidos indican: 1)
ATP induce un marcado aumento en la afinidad aparente
del sitio regulatorio siendo el K1/2 de 4 UM en au-
sencia de ATP y de 0.5 UM en presencia de ATP. La
activacién en la entrada de Ca por Na, a Ca, cons-
tante no es modificada por ATP. 1i) d%ntrario a la
marcada inhibicidén del sitio de transporte de Ca por
sodio interior, el sitio regulatorio no es inhibido
por Nai. IITI) A diferencia,de la interaccién de ca-
tiones monovalentes (K , Li ) con el sitic de trans-
porte de Ca, la afinidad del sitio regulatorio no es
modificada por cationes monovalentes. iv) Mg, inhibe
parclalmente la activacidn del modo reverso por Ca,.
Los experimentos indican que el sitio regulatorio’y
el sitio de transporte para Ca, son entidades dis-
tintas. Medidas de salida de caicio bajo condiciones
de alto Na, en ausencia de Na_  indican que el Ca
unido al sf%io regulatorio no es transportado al ex-
terior,



SIMPOSIO: “ARQUITECTURA MOLECULAR DE PROTEINAS Y BIOMEMBRANAS”

Presidente: Dr. Raul Grigera
Coordinador: Dr. Octavio Monasterio

ESTUDIOS ESTRUCTURALES EN MULTIBICAPAS LIPIDI-
CAS. (Structural studies on lipid bilayers).

Suwalsky, M. Departamento de Quimica, Facultad
de Ciencias, Universidad de Concepcién, Chile.

En este laboratorio se han desarrollado té&cnicas

para preparar multibicapas lipidicas con un al-
to grado de cristalinidad y orientacidn, lo que
ha permitido la determinacién de sus estructu--
ras por difraccién de rayos X. Los fosfolfpidos

mas estudiados han sido la dimiristoilfosfatidil
etanolamina (DMFE) y la dimiristoi)fosfatidilco

lina (DMFC) que se encuentran, respectivamente,

en la monocapa interna y externa de eritrocitos.

Aunque sus conforraciones moleculares son muy
similares, presentan diferencias estructurales
y fisico-quimicas, en especial su comportamien-
to frente a la hidratacifn.

Estas multibicapas han sido utilizadas para es-
tudiar el modo como fdrmacos y contaminantes a-
fectan las biomembranas. Los compuestos anali-

zados incluyen los pesticidas DDT y pentaclorofe
nol, los antibidticos clortetraciclina y cloran
fenicol y el ansiolitico clorpromazina. Para es

to, mezclas equimolares de cada uno de estos

compuestos se hacen reaccionar con DMFE y DMFC
en un medio hidrofdébico. Las muestras secas, a
la forma de polvos cristalinos, se someten a la
difraccidn de los rayos X. Adicionalmente, cada
uno de los fosfolipidos se hace interactuar con

soluciones acuosas de los f&rmacos y contaminan

tes, muestras que también son analizadas por ra

yos X a temperaturas inferiores a las de transi
cién de los fosfolipidos. Los resultados obteni

dos han permitido detectar las perturbaciones
que estos compuestos producens a las bicapas 1i-
pidicas.

FONDECYT (0783/88) y U. de C. (20.13.79).

PREDICCION DE ESTRUCTURAS MACROMOLECULARES. (Pre-
diction of Macromolecular Structures). Grigera, J.R.
Instituto de Fisica de Liquidos y Sistemas Biolbgicos
(IFLYSIB), Universidad Nacional de La Plata, La Plata,
Argentina.

La prediccién de estructura de macromoléculas de
interés biol6gico representa un objetivo aGn no logra-
do plenamente. No obstante se cuenta con un bagaje de
técnicas que permiten la prediccién de algunas estruc-
turas. En particular consideraremos aqui estructuras
y propiedades de carbohidratos en solucién. Tanto
mono como polisacéridos representan una clase importan-
te de moléculaa bioldégicas. De los muchos posibles
enfoques al problema de la prediccién de su estructu-
ra, la simulacién mediante dindmica molecular se mues—
tra como una de las mAs promisorias. El método consis-
te en simular el comportamiento dindmico de un sistema
de particulas que cumplen con las leyes de la mecanica
newtoniana. Uno de los aspectos claves para el éxito
de la simulacidén radica en la apropiada eleccién de
los potenciales de interaccién &tomo-dtomo. Desde un
punto de vista estricto los potenciales a utilizar
deben ser comunes a cada Atomo independientemente del
compuesto a estudiar. De lo contrario se puede caer
en la adaptacién de los potenciales al deseo de
obtener una estructura en particular. Se muestran
ejemplos en los cuales el uso de potenciales seleccio-
nados con criterios generales (y no particularmente
para carbohidratos) puede, con un manejo apropiado de
la metodologia, brindar resultados satisfactorios. A
manera de ejemplo se citan las estructuras en solucién
acuosa y no acuosa de diversos polialcoholes y la
comparacién de los resultados con la informacién expe-
rimental disponible. Asimiamo se ilustra la potenciali-
dad del método con la simulacién de canales hidroffli-
cos e hidrofébicos.

ESTRUCTURA DE LA INTERFAZ MEMBRANA-SOLUCION
EN BICAPAS LIPIDICAS (Structure of membrane-solution
interface Iin lipid Dbilayers). Disalvo, E. A. Area de
Biomembranas, Instituto de investigaciones Fisicoquimicas
Tebricas y Aplicadas (INIFTA), Facuttad de Ciencias
Exactas, Universidad Naclonal de la Plata, Argentina.

E!l conocimiento de la ubicacién y el balance hidrofilico-
hidrofébico de la imerfaz hidrocarburo-agua en una
membrana lipidica es esencial para establecer las
condiciones de estabilidad y permeabilidad selectiva de
membranas celulares.

Alrededor de un 40% del espesor total de la bicapa estd
ocupada por grupos polares y agua asociada a ellos.
Diversos factores fisicoquimicos de relevancia biolgica
pueden aiterar la  organizacibn y propiedades
termodingmicas de esta zona. Entre los mas Importantes
se pueden mencionar a la osmosis, la insercién de
carbohidratos y aminoécidos, la adsorcion de Ca?* y la
intercalacion de péptidos. Todos ellos pueden promover
perturbaciones en dominios transversales o en el plano de
la membrana induciendo camblos en la permeabilidad
viscoelasticidad y susceptibilidad a la Hsis por accién de
enzimas.

Métodos  Opticos,  electrocuimicos y  termodindmicos
indican que el potencial superficial de una membrana
lipidica puede ser alterado cuando 86 colapsa 0 Se
expande por osmosis O cuando 8e intercalan moléculas
formadoras de puentes de hidrégeno como carbohidratos y
polioles. Estos resultadcs permiten establecer las
condiciones de la accién de derivados de las fosfolipasas,
la estabilidad de la membrana lipidica en procesos de
congelacién, fiofillzacion y deshidratacidn y la accién de
crioprotectores.

INTERACCION PROTEINA-RNA: METIONIL-tRNA SINTETASA COMO
MODELO. (Leén ,0. Instituto de Bioquimica. Facultad de
Ciencias, Universidad Austral de Chile).

Las aminoacil-tRNA sintetasas son las enzimas
responsables de la correcta aminocacilacién de los
tRNAs durante la sintesis proteica. El reconocimiento
especifico entre estas enzimas y sus tRNAs
correspondientes spn modelos muy atractivos para el
estudio de la interaccién proteina-RNA.

Diversos enfoques experimentales han mostrado que
solo un pequefio mimero de nucleétidos en el tRNA,
llamados "elementos de identidad”, contienen toda la
informacién necesaria para su seleccién correcta. En
contraste, la informacién acerca de secuencias
aminocacidicas en contacto con tRMA es escasa, debido
principalmente a la dificultad en obtener cocristales
de ambas macromoléculas.

Para obtener este tipo de informacién, se
realizaron experimentos de entrecruzamiento entre
metionil-tRNR sintetasa (MetRS) de E, ¢oli y tRNAT==*
modificado en diferentes posiciones. Los péptidos
entrecruzados fueron identificados y asignados a las
distintas regiones del tRNA. Asi, lisina 402 y 439 se
encontraron unidas al Loop D y lis 465 al anticodén.

Se ha demostrado que el anticodon de los tRNA
iniciadores es uno de los elementos de identidad més
importantes para su reconocimiento. Por otra parte,
lis 465 ha sido localizada en la estructura
tridimensional de un fragmento monomérico activo de
MetRS. Experimentos fposteriores de mutagenesis
dirigida en distintos aminoacidos de esta region de
MetRS han permitido establecer trp 461 cumple un papel
importante en la unién del tRNA interaccionando con la
citosina 34 del anticodén.

Estos resultados nmuestran la validez del
procedimiento de entrecruzamiento utilizado ya quz han
permitido localizar en MetRS el sitio de unién del
anticodén, elemento determinante en el reconocimiento
de los tRNAs iniciadores.
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MECANISMO DE LA DESPOLIMERIZACION DE MICROTUBULOS POR
CALCIO. (Mechanism of microtubule depolymerization by
calcium). Monasterio, 0. y Soto, C. Departamento de
Biologia, Facultad de Ciincias, Universidad de Chile.

Tubulina, un heterodimero de peso molecular 110.000
autoensambla formando microtfibulos. La estructura del
polimero depende de la naturaleza del metal presente
en el medio y de GITP. El calcio despolimeriza los
microtibulos e inhibe la polimerizacién de tubulina.

Se ha demostrado que la despolimerizacién de los
microtiibulos inducida por calcio, se inicia por sus
extremos. Se sabe que en el nicrotGbulo los extremos
contendrfan tubulina GTP para estabilizar el polimero.
Nuestro modelo para explicar la despolimerizacién del
microtibulo y la inhibicién de la polimerizacién se
basa en los dos hechos anteriores y postula que la
hidr$lisis de GTP inducida por calcio, tanto en la
tubulina libre como en los extremos del microtibulo,
desfavorecfia la estabilidad del polimero. Nuestros
resultados apoyan esta hip6tesis pues calcio estimuld
la actividad GTPasica de la tubulina de cerebro de
pollo en 2,56 veces y fue proporcional a la concentra-
cién del metal entre 0,2 y 4,0 mM. La concentracién
necesaria para inhibir la polimerizacién y desestabi-
lizar los microtibulos cae en este intervaloAéle concen-
traciones. La titulacién de tubulina con Ca mostré
una conducta cooperativa con dos sitios de alta afini-
dad y wvarios (30) de baja afinidad. Gadolinio un
lanténido paramagnético mostré una conducta similar a
la de calcio. A concentraciones no saturantes de
calcio, el lanténido a bajas concentraciones produjo
estimulacién de la unién de calcio y a mayores concen-—
traciones produjo .inhibieién. Otros lantdnidos como
terbio y europio indujeron polimerizacién y no estimu-
laron la actividad GTPasica. Concluimos que la hidréli-
sis de GTP podria estar relacionada con la inhibicién
y la despolimerizacidén de microtibulos.

Financiado por Proyecto FONDECYT 1133-89.

SIMULACIONES, POR PERTURBACION DE ENERGIA LIBRE, DE LA
UNION DE CATIONES A VALINOMICINA. (Free energy perturmation
simulations of cation binding to Valinomycin). Avarez, O., Agvist, J. ¥
Eisenman, G. Dapartamento de Biologia, Facultad de Clencias, Univer-
sidad de Chile, Santiago Chile. Deparntamento de Biologla Molecular,
Centro Biomédico de Uppsala, Uppsala, Suecia. Departamento de Fisio-
logla, Escuela de Medicina, U.C.L.A. Los Angeles, California, E.E.U.U.
Un problema central de la biofisica de los canales idnicos y trans-
portadores de iones en membranas es evaluar las iteracciones entre los
iones y las proteinas, porque determinan su selectividad y rapidez de
transporte. Los avances reclentes en el campo de la computacién, que
han permitido la creacién de super-computadores de laboratorio, y el
progresa en el desarrollo de algoritmos computacionales adecuados
para fa quimica de las proteinas, ofrecen la oportunidad de poder
deducir en detaile las propledades de los canales iénicos de estructura
tridimensional conocida. Como un paso hacla aumentar la confiabilidad
de las evaluaciones tedricas de las interacciones ion-proteina calcula-
remos las energlas de unién de iones de metales alcalinos a Valinomi-
cina, que es un depsipéptido ciclico que se comporta como transpor-
tador de iones, Escogimos la Valinomicina porque forma complejos que
contienen un solo ion, unide por medio de grupos carbonilos, de estruc-
tura tridimensional conocida. En estos campiefos el ion queda encerra-
do de tal manera que la forma, tamano y distribucién de cargas de
todos los complejos es virtualmente independiente del tipo de lon. Esta
propiedad implica que la selectividad de la Valinomicina es indepen-
diente del solvente y nos permite usar cdiculos in vacuo, Usamos el
método de perturbacion de energia libre que consiste en simular la
transformcién de un ion en otro, mediante un cambio de los parémetros
que lo describen, en pasos muy chicos, registrando simultaneamente
los pequefios cambios de la energia libre del sistema. La selectividad la
calculamos det total de ia energla implicada en ef camino recorriio para
cambiar un ion en otro, menos la diferancia de energfa libre de hidrata-
cién de ambos iones. El éxito de estos cdiculos, ademas de afirmar la
validez de los métodos usados, nos permitié refinar la descripcién
tedrica de los grupos carbonilos de los ésters.
Este trabajo fué financiado en Chile por el FONDECYT, proyecto 1112-
1989, en Suecla por ol NFR, y en los Estados Unidos por el USPHS,
proyecto GM-24749.
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MODELAJE DE LA ESTRUCTURA TERCIARIA DE PROTEINAS. (Mode-
ling of the tertiary structure of proteins.) Cid, H. La-
boratorio de Bioffsica Molecular, Depto. de Biologfa Mo-
lecular, Facultad de Ciencias BiolSgicas y de Recursos
Naturales, Universidad de Concepcién.

La determinacién de la estructura terciaria de una pro-
tefna significa, aGn con suerte, varilos afios de trabajo.
En cambio, los métodos actuales de secuenciacidn de ADN
han permitido conocer en corto tiempo la secuencia de va
rios miles de protefnas. Esta realidad, unida a los re-
querimientos de la ingenierfa gen&tica hacen necesario
impulsar nuevos métodos que permitan determinar directa-
mente la estructura tridimensional de una protefna a par
tir de su secuencia.

Un camino posible estf en la comparacién de secuencias,
estructuras secundarias y estructuras terciarias ya de-
terminadas, para establecer "patrones estructurales",
que permitan modelar, por zonas, la estructura problema.
El ndmero creciente de estructuras terciarias determina-
das ha permitido establecer que existen patrones estruc-
turales que se repiten aiin en familias de protefnas apa-
rentemente no relacionadas, seguramente por constituir
estructuras energéticamente muy estables, susceptibles
de ser adaptadas a funciones diversas.

Un sistema de modelaje de la estructura terciaria de
protefnas debe incluir al menos los siguilentes pasos:

- Establecer los patrones conservativos.
Alineacidn con estas ias de las
rrespoudientes de la protefna problema.
BGsqueda de secuencias para modelar las zonas no con-
gervativas, o modelaje directo de dichas zonas utili-
zando minimizacién de energfas.

-~ Comprobacifn del modelo propuesto.

Se muestra los resultados de una versidn simple de este

sistema de modelaje aplicado a la familia de las B-lac-
tamasas.

wicias co-

Proyecto 20.31.34, D.I.U, de Concepcién
Proyecto 89/87 FONDECYT



SIMPOSIO: “TRANSDUCCION EN SISTEMAS BIOLOGICOS”

Presidente: Dr. Gustavo Brum
Coordinador: Dr. Ricardo Bull

EL CUERPO CAROTIDEC COMO SENSOR POLIMODAL. (The carotid
body as a polymodal sensor). Zapata, P. Laboratorio de
Neurobiologia, Universidad Catdlica de Chile.

El aparato quimiorreceptor del cuerpo carotideo
esta constituido por células gldmicas (receptoras) y
terminaciones sensoriales de neuronas aferentes prima-
rias. Existen numerosos estudios sobre los mecanismos
biofisicos y bioquimicos que podrian participar en la
transduccién del estimulo quimico a nivel de la célula
glémica y en la transferencia de seflales desde dicha
célula a la terminacién sensorial.

También existe informacién abundante sobre 1la
funcién quimiosensorial del cuerpo carotideo, en cuanto
a deteccidén de cambios en los niveles fisioldgicos de
po2, pC02 y pH de la sangre. Sin embargo, estudios
realizados con cuerpos carotideos in vitro indican que
este organo podria detectar también cambios de 1la
osmolaridad (Gallego et al., 1979), del flujo (Alcayaga
et al., 1988, 1990) y de la temperatura (Gallego et
al., 1979; Eyzaguirre & Zapata, 1984; Zapata et al., no
publicados) del medie de superfusién. La informacién
sensorial sobre estos estimulos fisicos es conducida
por las mismas fibras cuya frecuencia de descarga es
alterada por los estimulos quimicos "tradicionales”.

Se han realizado también registros de actividad
sensorial o de reflejos yentilatorios que muestran que
los cuerpos carotideos in situ responden a cambios de
la osmolalidad plasmitica (Gallego & Belmonte, 1979), a
cambios limites del flujo sanguineo (Iturriaga et al.,
1986, 1988) y a cambios discretos de la tenperatura
local (McQueen & Eyzaguirre, 1974) y corporal (Fadic et
al., 1989; Loyola et al., 1990).

Se concluye que el mismo aparato y mecanismo
quimiorreceptor del cuerpo carotideo sirve al menos
funciones polimpdales de  quimiosensor, osnosensor,
reosensor y termosensor.

{Financiamiento FONDECYT, DIUC y Fund. Gildemeister).

ESTUDIOS DE LA TRANSDUCCION QUIMICA Y
MODULACION DE LA ACTIVIDAD ELECTRICA EN EL
EPITELIO  OLFATORIO. Bacigalupo, J., Deigado, R,
Monasterio, 0., Montecinos, H. Morales, 8., Schmidt, P.
y Labarca, P. Centro de Estudios Cientfficos de
Santiago, Casilla 16443, Correo 9, Chie y Depto. de
Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

Los mecanismos de transduccién quimica y de
modulacién de la actividad eléctrica en el epitelio
offatorio no han sido resuefos. Lta  evidencia
experimental sugiere que los primeros eventos en la
transduccién  offatoria  involucran la  modulacién  por
agentes odorantes de los niveles intracelulares de AMPc e
P3. Existe, ademas, evidencia indirecta de que algunos
odorantes podrfan modular directamente la actividad de
canales iénicos en la membrana de los cilios olfatorios.

Nuestro grupo de investigacién estA abocado al
estudio de la transduccién quimica en el olfato usando
aproximaciones bioquimicas, biofisicas y
electrofisiolégicas. Los estudios Dbioquimicos se realizan
en una preparacion de cilios purificados del epitelio
offatorio de anfibios y se concentran en investigar la
modulacién de la actividad adenilato ciclasa  por
odorantes. Esta preparacién es usada también en el
trabajo de reconstiucién de los canaies i6nicos presentes
en cllios offatorios en membranas lipidicas planas. Los
estudios electrofisiolégicos estan dirigidos a investigar la
modulacién de la actividad eléctrica por odorartes en
neuronas offatorias aisladas; y los mecanismos de
conductancia  voltaje-dependientes que regulan la
actividad eléctrica en ia célula olfatoria,

FONDECYT 1167-88, N.H. GM35981, FONDECYT
1133-89, FONDECYT 1118-90.

EL GMP CICLICO COMO MENSAJERO EXCITATORIO DE LA
TRANSDUCCION EN EL FOTORRECEPTOR DE UN INVERTEBRADO.
(Cyclic GMP as the excitatory messenger of transduction in an
invertebrate photoreceptor). Bacigalupo, J., Johnson, E.C. y Lisman,
J.E. Depto. Biologia, Fac. de Ciencias, Universidad de Chile, Physiology
Dept., Marshall University Sch. of Medicine, Huntington, WV y Biology
Dept., Brandels University, Waltham, MA, USA.

E! mecanismo de la fototransduccién consta de varios pasos, los que
median entre la fotoactivacidn de la rodopsina y el camblo de
conductancia de la membrana del fotorreceptor. Mensajeros
secundarios estan Implicados er este mecanismo. En invertebrados la
naturaleza del mensajero secundario que participa en este proceso
abriendo los canales dependientes de luz no habla sido establecida,
aunque estudios previos sugirleron que éste podria ser el GMPc. Para
resolver este problema, nosotros estudlamos parches de membrana
aistados de fotorreceptor ventral de Limulus usando la técnica de patch
clamp. Previo al alslamiento, comprobamos que la membrana
contuviera canales dependientes de luz y no contuviera canales voltaje-
dependientes. Los parches de membrana estaban orientados con el
lado interno hacia afuera, Cuancio expusimos el lado interno del parche
de membrana aislado a solucién Interna (SI: 300 mM KCI, 2 mM MgCL,,,
5 mM Hepes, pH 7.0, 5 mM BAPTA y CaCl,, pCA 7.0) la actividad de
canales era extremadamente baja. Sin embargo, sl se perfundia con Sl
conteniendo concentraciones uM de GMPc, la actividad de canales
i6nicos aumentaba consideratlemente.  El efecto del GMPc era
reversible y dependiente de la concentraclén de GMPc. Una
comparacion de los canales de dependientes de GMPc con los canales
dependientes de luz que se registran en la céiula Intacta nos
permitieron concluir que ambos corresponden al mismo canal iénico y
que el GMPc es el mensajero que participa en el mecanismo de
fototansduccién produciendo la apertura de los canales, Como S| no
contenia ATP, la accién del GMPc sobre fos canales no es mediada por
fosforllacion.

CORRIENTE DE CALCIO, MOVIMIENTO DE CARGAS Y
LIBERACION DE CALCIO EN EL ACOPLAMIENTO
EXCITACION-CONTRACCION. (Calcium current,
charge movement and calcium release in
excitation-contraction coupling). Brum, G.
Departamento de Bilofisica, Facultad de
Medicina, Montevideo, URUGUAY.

En el misculo eaquelético la liberacién de
calcio por el reticulo sarcoplasmético esté
controlada por estructuras sensibles al
voltaje ubicadas a nivel del tibulo T. Se ha
propuesto gque estos sensores de voltaje son
los receptores de alta afinidad de
dihidropiridinas (DHP) que se aislan del
misculo. Esta hipdtesis sugiere que el
sensor de voltaje presente propiedades
similares al canal de calcio. Mediante 1la
técnica de la fibra cortada hemos estudiado
el efecto de las DHPs, el DBOO y 1la
sustituticién del calcio extracelular por
otros cationes sobre el movimiento de cargas
vy la liberacién de calcio. Los resultados
obtenidoe muestran que existe un paralelismo
entre los efectos sobre el movimiento de
cargas y la liberacién de calcio de estas
manjiobras experimentales.

Estas observaciones se interpretarén en base
a un modelo de cuatro estados del sensor de
voltaje del acoplamiento excitacién-
contraccién.
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INOSITOL TRISFOSFATO: METABOLISMO Y RECEPTORES
EN MEMBRANAS AISLADAS DE MUSCULO ESQUELETICO
DE  ANFIBIO. (Inositol  trisphosphate:  metabolism  and
receptors in membranes isolated from amphibian skeletal
muscle). Hidalgo, C., Carrasco, M. A, Sénchez, X. y Rojas
C. Centro de Estudios Cientfficos de Santiago vy
Departamento de  Fisiologia y Biofisica, Facuttad de
Medicina, Universidad de Chile, Santiago, Chile.

Se ha estudiado el metabolismo de inositol 1,4,5-
trisfosfato  (IP3) en membranas da tubulos transversales (T-
T) y reticulo sarcoplasmético (RS) aisladas de musculo
esquelético de anfibio, encontrardo que la quinasa que
fosforlla  fosfatidllinositol (P) a fosfatidilinositol  4-fostato
(PIP) se encuentra en ambas membranas, en tanto que la
que fosforila PIP a fostatidiinositol (4,5)-bisfostato  (PIP2),
el precursor directo de IP3, estd presente sdlo en las
membranas de T-T. Se encuentran tambien asociadas
preferentemente con los T-T las enzimas que hidrolizan 1P3
a inositol bisfosfato, inositol n.onofosfato e inositol. Tanto
la cantidad de PIP2 formado como la velocidad de nhidréiisis
de IP3 son compatibles con los requerimientos del modslo
que postula al IP3 como mensajero quimico responsable del
acoplamiento excitacién contraccion eri musculo esquelético.

Existen canales de calclo sensibles a IP3 en membranas
de RS, con propiedades semejartes a los canales que
corresponden al receptor de ryanadina.  Se ha investigado,
por lo tanto, la presencia de receptores a IP3 en
membranas de RS, encontrando «que existe unién especifica
(1-3 pmoles/mg de proteina) pero con una afinidad
considerablemente menor que la descrita en otros sistemas
celuiares (K& = 100 nM). Se aisl0 el receptor de ryanodina
de las membranas dg RS y se encontré que los receptores a
iP3 no slempre copurifican con lcs receptores de ryanodina,
lo que sugiere que distintas moleculas poseen actividad de
canal de calcio con propiedades similares.

Se discuten estos resultados en términos del posible
papel del IP3 en el aceplamiento en musculo esquelético.

Financiado por FONDECYT 972-88, DT, NIH GM35981.

DEPENDENCIA IONICA DE LA REGULACION DEL VOLUMEN CELULAR
EN LA PORCION DELGADA ASCENDENTE DEL ASA DE HENLE.
(Ionic dependence of cell volume regulation by the thin
ascending limb of Henle's loop). Onuchic, L.F.*, Arens-—
tein, I.R. y Lopes, A.G. Departamento de Fisiologia e
Biofisica, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universida
de de Sao Paulo, Brasil. *Departamento de Clinica Medi-
ca, Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo -
Brasil.

Thin ascending limb cells from Henle's loop were
studied with optical and video techniques to evaluate
cell volume regulation in response to anisoosmotic media
and its ionic dependence. Cell volume regulation was
observed when these cells were exposed to hypoosmotic
solutions. Under hyperosmotic counditions only an osmo-
metric response was found, with no volume regulatory in-
crease (VRI)., The removal of Cl™ or HCO3  abolished the
volume regulatory decrease (VRD) normally observed dur-
ing exposure to hypoosmotic solutions. Re-addition of
these ions did not elicit the VRD response. The removal
of K* from hypoosmotic solutions abolished VRD but its
re-introduction restored the volume regulatory respomse.
In the absence of Na*, a partial inhibition of VRD was
found; re-addition of Na* completely restored the regu-
latory response, These indicate that cells from the
thin ascending limb of Henle's loop regulate their vo-
lume under hypoosmotic conditions, and that this process
is dependent upon C1™, HCO3~, Na* and K*, with different
patterns of response being observed upon addition or de-
letion of these ious.

| —

SIMPOSIO: “FUNCION Y MODULACION DE CANALES IONICOS”

Presidente: Dr. Francisco Barrantes
Coordinador: Dr. Pedro Labarca

MODULACION DE CANALES IONICOS EN Drosophila Y MUTANTES
NEUROLOGICOS. (Modulation of ion channels in Drosophila and
neurological mutants) Ramén Latorre, Ricardo Delgado y Pedro
Labarca. Departamento de Blologia, Facuttad de Cienclas, Universidad
de Chile y Centro de Estudios Clentificos de Santiago, Santiago, Chile.

Con el fin de elucidar et papel de los canales idnicos en la actividad
concertada de las céluias excltables es de gran interés estudiar
aquellos que son regulados por segundos mensajeros. Tanto las
neuronas como los musculos de la mosca Drosophila melanogaster nos
proveen de excelentes preparaciones en donde la modulacién de la
actividad etéctrica puede investigarse a nivel de canal (inico, Més adn,
se han Identificado mutantes cuya excitabilidad celular esta alterada y
en algunos casos se ha demostrado que la alteracién genética se
restringe a una séla clase de canales idnicos. El mutante dunce es un
mutante que muestra niveles bajos de aprendizaje asoclativo y lo que
aprende lo olvida con mucho mayor rapidez que la cepa silvestre. Este
mutante carece de una forma de la fosfodiesterasa |l lo que conduce &
una acumulacién det AMPc intracelular.

Registros de la corrients que pasa a través de canales Unicos en
muasculos longitudinales-ventrolaterales de la larva de Drosophila,
mediante la técnica de patch clamp, revelan la presencia de un canal
selectivo al K* y que es activado de manera directa y reversible por el
AMPc. Las curva de dosis-respuesta revela que la constante de
disociacion aparente entre el canal y el AMPc es de 50.8 uM y que el
nimero de Hill es de 2.9. Esto suglere cue a lo menos se necesitan tres
moléculas de AMPc para la activacion completa del canal. El canal es
especificamente activado por el AMPC ya que su comportamiento no es
modificado por una serie de otras moléculas como AMP, GMPc, ATP,
IP, y Ca®*. Estos mismos canales se han dstectado en una serie de
mutantes dunce y en todos elios muestran una probabilidad de apertura
mucho mayor que en la cepa silvestre. Este hallazgo sugiere que en los
mutantes la conductancia al potasio de la membrana del musculo es
mayor que en la cepa silvastre y por lo tanto sus parametros de
exchabilidad diferemes.

Financiado por FONDECYT 1167-88, 451-88 y NIH GM-35981

MUSCARINIC REGULATION OF NEURONAL PROPERTIES
IN RAT CEREBRAL CORTEX. Andrade, R. Dept. of
Pharmacology, St. Louis University School of Medicine, St
Louls, MO 63104, US.A.

The cerebral cortex receives a dense cholinergic

innervation. To better understand the actions of
acetylcholine in this region and #s underying fonic and
moleculsr mechanisms, | have used cument and single

electrode voltage clamp techniques in In vitro brain slices.

Bath administration of the cholinergic agonist carbachol
elicted a dose-dependent depolarization of the cell
membrane. This depolarization was small and generally
falled to bring the neurons to spike threshoid. In
addition to these effects, carbachol also reduced the
calclum-activated potassium cument present in these cells
and elicted its replacement by a slow calcium-dependent
inward  aftercurrent. When carbachol administration was
palred to cell stimulation either in the form of
depolarizing current pulses or synaptic excitation, the
ability of carbachol to depolarize these cells was markedly
enhanced. This enhancement resulted from the cumulative
activation of the slow inward aftercurrent following each
stimulus, & process that resulted in the appearance of an
activity-dependent depolarization which summed to that
elicted directly by carbachol. Al of these effects were
blocked by atropine and pirenzepine indicating that they
were diated mi rinic P Thus, by
simultaneously acting on at least 2 distinct membrane
currents, muscarinic receptors In the prefrontal cortex can
Increase cell excitablity in a manner that Is conditional
upon the simultaneous presence of a separate excitatory
input onto these cells.
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MECANISMO INTRACELULAR DE UNA Iy LENTA
INDUCIDA POR LA SEROTONINA EN UNA NEURONA
IDENTIFICADA DE CARACOL. Gerschenteid, HM. y
Paupardin-Tritsch, D. Laboratoire de Neuroblologle Ecole
Normale Supérieure, 75005 Paris, Francia.

En la neurona F2 del caracol Helix aspersa, la
inyeccién iontoforética de serotonina (S-HT, 500 ms)
provoca una Ik ilenta (de varlos minutos de duracion)
insensible a los cambios en [Cali y que presenta una
marcada rectificacién de salida. Esta |k lenta inducida
por la 5-HT es diferente de otras tres respuestas a la 5-
HT dependientes del K+ en neuronas de Moluscos (una Ik
‘rapida’, una lin asoclada al cierre de canales S-K+ y otra
Ik lenta que presenta una rectificacién de entrada). Como
la inyeccién Intracelular de AMPc en la neurona F2 Induce
también una |k fenta, se dostficé Ia adenilciclasa en
neuronas F2 aislades con un método de microensayo
biquimico. La serotonina y la forskolina aestimulan Ia
actividad de esta enzima. La aplicacién de forskolina
induce también una Ik lenta en la neurona F2 mientras
que la inhibicion de la fosfodiesterasa por Ia
isobutlimetiixantina  (IBMX) ademés de producir una Ik
lenta en la neurona F2, causa una notable potenciacién de
la respuesta & la SHT. Finaimente, la Inyeccién
Intracelular de un péptido sintdtico que inhibe la proteina
kinasa dependleme del AMPc (PKA) bloquea totaimente la
Ik Inducida por la 5-HT. En conclusién, la lk lenta
Inducida por la 5MHT en la neurona F2 resulta de un
aumento del AMPc intracelular que estimula la PKA quien,
a su vez, probsblemente fosforila una poblacién de canales
de K o una o més proteina/s asociada/s a estos canales
Iénicos.

MODULACTON POR Ca® ¥ Mg™ DE LA ACTIVACION DEL CAMAL DE
CALCIO DE RETICULO SARCOPLASMATICO (RS) SEMSIBIE A IP,.
B. Suérez, C. Alcayaga y J. Vergara*. Depto. Fisiologia
y Biofisica, Pacultad de Medicina, U. de Chile, Centro
de Estudios Cientificos de Santiago y *Dept. of
Physiology, UCLA School of Medicine.

El canal de calcio de RS sensible a IP, incorporado
en bicapas presenta las siguientes progiedades: a) Es
activado por IP; (9.5-20 ;M) a una [ca®] libre en la
cara ciboplanﬂtica similar a la del mdsculo en reposo
(100 nM), y né a concentraciones menores; b) La acti
cién por IP, es modulada por la concentracidn de Ca'
siendo 6ptima entre pCa 7.0 y 6.9, decreciendo a menores
pCa. c) En presencia de Mg“ (2 mM) la activacién del
canal por IP, se produce a menores concentraciones. d)
la acsivacidn por ATP (0.1-2 mM) es también dependiente
de ca®, no produciéndose activacién a pCa 7.0. Estos
resultados sugieren que el canal sensible a IP, se
encuentra cerrado en condiciones fisiolégicas de reposo.

Nuestras observaciones sugieren un mecan —o de
retroalimentacion negativa ?a inhibicién por Ca‘ de la
activacién dé canales de Ca‘’ mediada por agonistas: el
répido aumento en la concentracién local de Ca’* en el
espacio tri&dico como consetuencia de la activacién del
canal disminuiria la afinidad del IP, por su sitio de
unién, causando el cierre del canal. r degradacién
de IP, y el bloqueo del canal por alto Ca® pueden con-

thulr a interrumpir la liberacién de Ca.

Las propiedades farmacolégicas de canales dnicos,
complementarias con la informacién proveniente de estu-
dios de transientes de calcio con métodos de imaging

iten definir un modelo semiempirico de liberacién de
en misculo esquelético, que puede dar cuenta de la
magnitud y la cinética del transiente de calcio en
células musculares.
Financiado por Proyectos Fondecyt # 922, # 972 y Grants
NIH GM-35981.

RESUMENES

REGULACION DE CANALES DE K+ EN EL MUSCULO
LISO. Stefani, E, y Toro de Stefani, L. Dept. Molecular
Physiology & Biophysics. Eiaylor College of Medicine.
Houston, TX 77030, U.S.A.

Los canales de K+ activados por Ca2+ del musculo
llso estdn regulados (positiva © negativamerte) por una
gran variedad de metabolitos. Entre elios se encuentran:
neurotransmisores, hormonas, lfpidos y  nucleétidos
(acetilcolina,  histamina, substancia P, angiotensina |,
factor cardiaco natriurético, adenosina, GMP, cGMP, GDP,
QTP, colesterol, é4cido araquidénico y otros écidos grasos).
En afios recientes se ha damostrado que los distintos
metabolitos modulan la actividad de estos canales a través
de: 1) un cambio en la afinidad del canal de K+ activado
por Ca2+ (K1/2 se modifica); 2) un corimiento paralelo de
la curva de activacién en e eje de voltaje; o 3) modificar
la pendiente de la curva (valencia efectiva) de dependencia
al  volaje. El comrimiento paralelo de la curva de
dependencia al voltaje puede ser una consecuencia directa
del cambio en la afinidad por Ca2+. En cuanto a los
pasos mecanisticos involucrados en la modulecién de estos
canales, estudios recientes han demostrado o sugerido que
algunas interacciones pueden ser directas con el canal y
que otras pueden ser mediadus por proteine G, segundos
mensajeros o fosforilacion. Por ejemplo, datos de nuestro
laboratorio han demostrado que la angiotensina Il inhibe a
los canales de K+ activados por Ca2+ provenientes de
musculo liso de coronaria, posiblemente de manera directa.
Por otra parte los canaies de K+ activados por Ca2+
provenientes de miometrio son activados por agonistas S-
adrenérgicos a través de una proteina G (a01). Esta
proteina GTP-dependiente parece actuar de manera directa
sobre o canel En conjurto estos detos resaltan la
posibilidad que los canales ce K+ activedos por Ca2+
puedan ser activados © inhibidos por metaboltos sin un
cambilo en la concentracién intracelular de Ca2+.



SIMPOSIO: “PROCESOS DE TRANSPORTE EN MEMBRANAS BIOLOGICAS”

Presidente: Dr. Alcides Rega
Coordinador: Dr. Tulio Nuriez

INTERACCIONES DE Mg CON LA Na,k-ATPasa (Mg interactions
with Na,K-ATPase), Marta Campos, Instituto M. y M. Fe-
rreyra, Cérdoba, Argentina.

Mg actila como activador esencial de la Na,K-ATPasa. En
este trabajo se estudiaron la wnidn de Mn-54 a la enzima
en ausencia y presencia de fosforilacidn por ATP (a 0°C)
y los efectos de Mg sobre la fosforilacidn por ATP y el
sustrato alternativo AcP en estado pre—estacionario (a
20°C). La existencia de una unidn estable de Mn a la en-
zima dependid de su fosforilacidn por ATP; esta unidn
existid tanto como Mn.ElP o Mn.E2P y se perdid con la
defosforilacion. La Mn.EP vs. MnCl2 siguid una fun-
cidn Michaeliana con un Km de 0.76 uM, y la relacidn
Mn/Pi fué de 1:1. En el andlisis de la cinética de fos-
forilacidn se considerd un sistema simplificado donde

EP vs. t es una reaccidn irreversible de seudo primer
orden. En presencia de 10 uM ATP, el valor de la constan
te de velocidad (kf) vs Mg++ se ajustd a uma funcidn
Michaeliana con Km de 20 uM y kfmax de 0.089 ms(-1);
para MgATP el Km fué de 2.3 uM. En presencia de Mg+
=1 mM y de relacidn MgATP / ATP = 10, kf vs. MgATP

o ATP siguid wma funcidn saturable con K0.5 de 5 uM y
0.5 uM respectivamente. Con AcP (2.5 mM), kf vs. Mg+
obedecid igual cinética pexo con Km = 2.3 mM y kfmax de
0.004 ms(~1); el Km(MgAcP) fué de 1.6 mM. La unifn de
54-Mn a la enzima (en equilibrio y a 20° C) reveld una
relacién lineal hasta MnCl2 de 1.0 mM. Esta relacién
fué idéntica en enzima nativa o denaturalizada en pre-
sencia de Na, K y NatADP. Aparte de confirmar la comple-
jidad de la interaccidn enzima--ATP-Mg, estos resultados
sugieren que los efectos de MgH con alta afinidad impli
can la formacidn del complejo MgATP.

EL USO DE LA PRESION HIDROSTATICA PARA
ESTUDIAR CAMBIOS DE COMFORMACION DE LA
(Na,K)-ATPasa (The use of hydrostatic pressure to study
conformational  changes of  (Ne,K)-ATPase). Fortes,
P.AG., Department of Biology, C-016, University of
California San Diego, La Jolla, CA 92093-0116, E.U.A.

El transporte activo cde Na y K s3 efectia por una serie
de cambios de conformacién de la (NaK)-ATPasa
inducidos por la asociacion y disociacibn de los
substratos: Na, K y ATP, y por la fosforilacién y
desfosforilacién de la enzima. En esta presentacién se
discutirdn experimentos en los que se utiliza la presién
hidrostética para estudiar: cambios de volumen asociados
a los cambios de conformacién. la relacion entre la
fluidez de la membrana y la actividad enzimética, y
posibles interacciones entre las subunidades de la (NakK)-
ATPasa. Las respuestas catalticas a altas presiones
(1 bar-1 kbar) son paraddjicas. Cependiendo cuales iones
estdn presentes, los aumentos cle presién estimulan o
inhiben la actividad enzimética.  Los resultados sugieren
que ciertas formas de la enzima que tienen Ilones
asociados u ocluidos se acumulan al aumentar la presion
porque ocupan un volumen mencr. (Subvencionado por
ONRN-00014-88-K-0324)

AMILORIDE ANALOGS IN H+*ION TRANSPORT IN CORTICAL DISTAL
TUBULE OF THE RAT. M.J. Lopes, E.J. Cragoe, Jr. and

G. Malnic.

Dept. of Physiology and Biophysics, Inst. Ciéncias Bio-
médicas, Universidade de Sac Paulo, Brasil.

In earlier studies we have shown that the cortical
distal tubule secretes Htions and that both n-ethyl
maleimide and amiloride inhibit this process. However,
both these drugs affect also transepithelial PD, so
that their primary effect is difficult to define. In
the present work we used two amiloride analogs, benzamil
(B), a specific Nat channel blocker, and hexamethylene
amiloride (HMA), a blocker of Na/H enchange, during
stationary microperfusion experiments. Adding 10~5M B to
the perfusion solution (25mM NaHCOs, 80 NaCl, 5mM KCl,
imM CaClz, 1.2mM MgSO,, raffinose to isotonicity), there
were no significant differences in stationary pH
although PD fell from -6.824.38 to -2.0%1.35 mV in early
distal tubule (ED) and from -47.3%*2.87 to -6.2%3,17 mV
in late distal segments (LD). Net bicarbonate reabsorpt-
ion was not affected significantly in both tubule
segments. When 10-4M HMA was used, stationary pH was not
significantly affected (P<0.05) in both ED and LD, but
acidification t/2 increased from 7.82%1.43 (n=8) to 23.9
*3.21 (16)s in ED, and from 10.7+1.48 (6) to 17.4%2.24
(12)s in LD, causing in both segments a significant fall
in net bicarbonate reabsorption (0.88%0.17 (8) nmol/cmZ.
s to 0,33%0.07 (16) in ED, 0.81%0.12 (6) to 0.4020.08
(12) in LD). PD was not significantly altered both in ED
and LD, In conclusion, we obtained evidence that Na/H
exchange mediates ED abd LD bicarbonate reabsorption.
However, no evidence favoring electrogenic H-ion
secretion in these segments was obtained.

TRANSPORTE DE HIERRO: UN PROCESO CELULAR DE ETAPAS MULTL
PLES. (Iron Transport: a Multistep Cellular Process).
Nafiez, M.T., Gaete, V., Escobar, A., Ahumada, A. y Lanau,
_X. Departaménto de E'loiog!a, Facult;d e Cienclas, Uni -
versidad de Chile.

En mamfferos y otros vertebrados el hierro en su esta-
do de oxidacién 3+ es transportado desde lugares de ab -
sorcidn y almacenamiento a lugares de utilizacién por la
protefna plasmitica transferrina. La unidn de Fe3* a
transferrina (Kasoc. = 1020) es termodinmicamente rever
sible, siendo 1a reac¢ibn de unién cin8ticamente favora-
ble. La disociacién de hierro y transferrina es sin em-
bargo lenta, por 1o que han evolucionado mecanismos ce-
lulares especiales para disociar el metal a velocidades
suficientes para satisfacer los requerimientos celulares.

En condiciones normales, las c&lulas obtienen su hie-
rro mediante el proceso de endocitosis mediada por el
receptor de la ferrotransferrina. En la vesfcula endoct
tica ocurre una serie de eventos secuenciales que termi
nan con el paso hacia el citosol del hierro inicialmente
unido a transferrina. Entre los eventos estudiados en
nuestro laboratorio se encuentran: 1.- La acidificacign
del limen de la vesfcula endocftica mediada por una H'-
ATPasa electrogénica y por sistemas de disipacifn de gra
diente eléctrica; 2.- La disociacién, o pérdida de afini
dad, de Fe3* y transferrina mediada por la acidificacién.
3.- La reduccidén de Fe3* a Fe?*, mediada por sistemas de
transporte asociados a membrana, y, 4.- E1 transporte
membranoso del Fe2* desde el lado luminal al lado cito -
plasmético.

En este trabajo se discutird la evidencia experimental
que fundamenta un modelo de incorporaciSn celular de hie
rro en base es la secuencia de eventos mencionada ante -
riormente.

Financiado por Proyectos FONDECYT 1003-88 y D.T.I. Uni
versidad de Chile B-2200.
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TRANSPORTE Y DISTRIBUCION DE Zn(IT) EN ESPERMATIDAS DE
RATA. (Zn(II) transport and distribution in rat
spermatids).

s, M.P. Arrate, M. Santander y D.J. Benos. Ins-
t1tuto ée Quimica, Universidad Catblica de V Valparaiso;
Depto. Fisiologia y Biofisica, Fac. Medicina, U. de Chi-
le y Dept. Physiology and Biophysics, University of
Alabama at Bimmingham.

En espermatozoa, Zn(II) estd relacionado con regulacibn
de condensacién de cromatina y expresibn génica, e inhi-
bicién del metabolismo celular. Estos roles intracelula
res de Zn(II) permiten postular la existencia de siste-
mas de transporte que internalicen este ibn. Utilizando
los precursores immediatos de la espermatozoa, las esper
mitidas, hemos estudiado el transporte y distribucién de
Zn(I1) en estas células. Utilizando 65-Zn(II) camo tra-
zador, nuestros resultados indican: 1) a 34°C aproximada
mente, 20-30% del Zn(II) intercambiable est4 asociado
con un comportamiento extracellular. 2) El influjo de
Zn(II) a 34°C se puede estimar en 1.5-2.0 mmoles/min.

mg proteina. 3) El influjo de Zn(II) es dependiente de
temperatura, el Q10 del influjo es en promedio 3.6 entre
4 y 34°C. 4) 80% Zn(II) celular esti wnido o asociado
con organelos celulares. 5) La distribuci6én de Zn(II)
intracelular es modulada por el metabolismo energético
celular.

Financiado por Gran GAPS 8905 y 9016, Fundacifn
Rockefeller; Proyecto 90-0142, Fondecyt y Proyecto
DGI-UCV 125.745-89.

RESUMENES

INTERACCION DE ANESTESICOS CON LOS TRANSPORTADORES DE COLINA Y
OLUCOSA DE ERITROCITOS HUMANOS. (Interaction of anesthetics with the
choline and glucose corriers of humen erythrocytes). Devés, R.
Departsmento de Fislologiay Biofisice, Faculted ds Medicine, Unfversidad
de Chile.

Existon proposiciones olternetives respecto ol mecanismo
madiante el cusl los anestésicos inhiben Ia funcién de las proteinas de
membrana. Una hipitests propone que éstos ejercerfan su efects
indirectements a trevée de una perturbacidn ds s metriz lipidice,
mientras que otra postule que su ace:in inhibitoria resultaria de su unién
directa a los proteinos afectades.  Con el proplsito de investigar este
problema, hemos caracterizado cinéticomente la inhibicin de los
transpor-tadorss de coline y glucosa de) eritrocito humano por esta clase de
droges. Ambos trensporiadores son inhibidos por enestésicos de
estructures diverses (alcoholes aliféticos y anestésicos loceles) en el
mismo rengd de concentraciin en que éstos ejercen su efecto
fermecolégico. Le potencie sumentn ol eumentar le liposolubilided, pero
los mecanismos de inhibicién difieren dependiendo de la drogs vy el
transportedor. £1 transportador de coline es inhibido nocompetitivaments
por alcoholes aliféticos (C;-Cyq) v 1 inhibiciin resulta de la unidn de ol

menoe dos molécules de inhibidor. EI efecto es simétrico, es decir, s8
ejerce sobre ambos estedos conformacionales {externo e interno) por
igual. Los alcoholes interfieran con la unidn de inhibidores especificos del
sistema como el decametonio. Anestésicos locsles, en cambie, inhiben
competitivaments y se unen d8 preferencia 8 la formo externa. La
estequeometrio es 1: 1 y le forme corgads del enestésico es lo especie
activa £n el caso del transportador de glucosa, los alcoholes interfieren
con 1o uniin de) sustrato y d8 inhibidores especificos del sisteme
(citocalasine B y floretine) y la interaccién requiers de més de une
molécula de alcohol. Estas observaciones sugleren une accion directs de
Jos drogas sobre estos tronsportafores. Los anestésicos 8 unirian o
regiones hidrofbbices en 1as proteines, explicindose asf la correlacidn
simple entre potencia y 1iposclubilided, pero dapendiendo de ls estructurs
de codo transpor-tedor la inhibicién 98 expresaria de distintes formes.
(Financiado con Proyectos DT 2674, FONDECYT 156/89).

SIMPOSIO: “BASES MOLECULARES DE PATOLOGIAS HUMANAS”

Presidente: Dr. Roque Venosa
Coordinador: Dra. Maria Isabel Behrens

LAS INMUNOGLOBULINAS G (Ig@) DE PACIENTES CON ESCLEROSIS
LATERAL AMIOTROFICA (ELA) AFECTAN LOS CANALES DE CA SEN-
SIBLES A DIHIDROPIRIDINA DE MUSCULO ESQUELETICO. (1gG in-
munoglobulins of patients with Amyotrophic Lateral Sclerosis (ELA) af-
fect the dihydropiridine-sensitive Ca channels of skeletal muscle). Del-
bono Q., Garcia J., Appel 8. H., Stefani E. Dept. of Molecular Physiology
and Biophysics and Dept. of Neurology. Baylor College of Medicine,
Houston Texas.

La ELA es una enfermedad de las motoneuronas superiores e inferiores
de probable etiologia inmunoldgica. Estudiamos la corriente de Ca (ICa)
mediante voltage-clamp, empleando la técnica de doble gap de
vaselina en fibras alsiadas del musculo extensor digitorum longus de la
rata. La corriente pico en condiciones controles fue de {(media + ES) 4.7
+ 0.29 A/F (a 0 mV) y luego de 40 min de Incubacién en IgG de
pacientes con ELA fue de: 2.52 + 0.04, desplazandose la curva |-V, 10
mV hacla Vm més positivos. La relacién ICa pico en IgQ test/control
fue: normales: 0.97 = 0.013, ELA: 0.75 + 0.014, Miastenia Gravis: 1.07
+ 0.097, Guillain Barré: 0.87 + 0.04, Esclerosis Muttiple: 0.97 + 0.21,
Sindrome de Eaton-Lambert: 0.95 + 0.11, Polineuritis Crénica In-
flamatoria Recurrente: 0.98 + 0.13.

EI movimiento de cargas (MC) se redujo claramente en presencia de la
Ig de ELA. Tanto el efecto sobre la ICa como sobre el MC no fue
verificado cuando la preparacién de IgG de ELA fue hervida o cuando
fue adsorbida a tejido muscuiar en forma prolongada.

Les estudios cinéticos demostraron que las IgG@ actian fundamental-
mente sobire la ICa, modificando las constantes « y 8 de activacion.

La interaccién de la igG de ELA con Nifedipina fue del tipo de
cooperativismo positivo con un coeficlente de Hill para ambas in-
dividuaimente o en forma asoclada de aproximadamente 1.

La afectacién de: a) ICa, b) deél MC, c) el efecto bloqueante voltaje
dependiente de las igQ@ y d) la interaccién con Nitedipina, sugieren fuer-
temente que las |g@ de los pacientes con ELA interactian
especificamente con los canales de Ca sensibles a Nifedipina del sis-

MUSCULO HUMANO EN CULTIVO CONTINUO.UN MODELO
PARA LA FISIOLOGIA Y FISIOPATOLOGIA
MUSCULARES.(Human muscle in continous culture. A modei

for muscle physiology and patophysiology) Jaimovich,E.y
CaviedesR. Depto.Fisiologla y Biofisica Fac.Medicina,U.de
Chiley C.E.C.S.

El uso de células en cultivo de musculo esquelético
presenta ventajas evidentes para el estudio de fenémenos
tales como la transduccién de  sefales,canales
ibnicos,miogénesis y transporte. El disponer de lineas
celulares de musculo esqueiético normal y patolégico, puede
representar una fuente importante para el estudio de
funciones musculares en diversas condiciones.

Hemos caracterizado una linea transformada de musculo
esquelético humano normal que exhibe diversos marcadores
propios de la célula muscular diferenciada entre ellos
podemos destacar la inmunocltoquimica para
mioglobina,miosina y desmina,presencia de creatina cinasa
de tipo MM,receptores para aifa-bungarotoxina vy
dihidropiridinas,  diversos  canales i6nicos medidos con
‘patch-clamp® y una serie de metabolitos del ciclo de los
fosfatidil-inositoles e inositoles fosfatos.

Inductores de la  diferenciacién como la  insulina-
transferrina y el suero de caballo gatilan la fusién celular
con la aparicibn de miotubos multinucleados y un aumento
concomitante de los receptores de alfa-bungarotoxina,

La comparacién con células obtenidas de pacientes con
distrofia muscular Duchenne muestra diferencias en las
poblaciones de receptores de dihidropiridinas(canales de
calcio) y de alfa-bungarotoxira(canales nicotinicos de acetil
colina).

Financlado por NIH-GM35981,Fondecyt-896 y MDA,
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ALTERED GATING PROPERTIES OF THE SARCOLEMMAL
SODIUM CHANNELS PRODUCE THE HYPER-
EXCITABIUTY IN THE HUMAN MYOTONIAS. Rudel, R.

Department of General Physiology, University of Uim,
Albert- Einstein-Allee 11, D-7800 Uim, Giermany.

When Bryant discovered that the hyperexcitability in
human myotonic muscle (New Developments  in
Electromyography, Karger 1973, p 451) was connected with
a reduced chioride conductance, g, of the sarcolemma,
the ‘'low chloride conductance theory of myotonia® was
soon accepted as the general mechanism for myotonia.
However, voltage-clamp studles on excised myotonic
muscles suggest for all human diseases with myotonia that
the hyperexcitabilty may be caused by unphysiclogical
gating of the sarcolemmal Na* channels, in some cases
corroborated by reduced g, Feduced g, was found in
Becker-type recessive generalized myotonia (Rudel & al,
Muscle Nerve 11: 202, 1988), but also the Na* channel
activity is abnormal (Franke & al, Muscle Nerve, in
press). In paramyotonia, g., i normal and the
Inactivation of the Na* cument is altered (Lehmann-Hom
& al, Muscle Nerve 10: 633, 1987). The same is true for
hyperkalemic periodic paralysis with myotonia (Lehmann-
Homn & al, Muscie Nerve 10: 363, 1987) where the defect
has been located on the a-subunit of the Na' channel
gene (Fontaine & al, Sclence, in press). in  myotonic
dystrophy, a K' channel (Renaucl & al, Nature 319: 678,
1986) and the Na' channel are abnormal (Franke & al, J.
Physiol 425: 391, 1990). Also in Schwartz-Jampel
syndrome (Lehmann-Horn & al, Muscle Nerve 13: 528,
1990) and Thomsen-type myotonia congentta (lalzzo & al.,
J. Neuromusc Disorders, in press) the Na* currents are
abnormal. Voltage-clamp studies on myobalis made from
satefite cells from myotonia patiems (Rudel et al, Muscle
& Nerve 12: 281, 1989) indicated that in several hereditary
myotonias more than one type of ion channel behaves
abnormally, suggesting that the genetic defect does not
always concern the gene of a particular channel.

ANORMALIDADES EN EL RECEPTOR COLINERGICO EN SINDROMES
MIASTENICOS CONGENITOS (Cholinergic receptor
momlities in congenital myasthenic syndromes)

Uchitel. O.D., Engel A.G,, Walls .T.J, v _HNagel A.
Instituto de Biologia Celular , Facultad de Medicina,
Universidad de Buenos Aires y Mayo Clinic, Rochester
Minnesota.

Los sindromes miastenicos congenitos (S.M.C.) se
caracterizan por debilidad muscular debido a fallas en
la  transmision neuromuscular. Estudios electro
fisiologicos en biopsias intercostales de musculos de
pacientes con S.M.C. permitieron describir
alteraciones del receptor colinergico.

En dos casos de S.M.C donde la liberacion evocada y el
numero de sitios para la I -Bungarotoxina fue normal
se estudiaron las propiedades de los canales activados
por la acetilcolina mediante la tecnica de fijacion
del voltaje con microelectrodos intracelulares. Se
analizaron las propiedades de las corrientes
sinapticas y el ruido en la corriente generado por la
aplicacion de acetilcolina.

En un caso se registraron potenciales y corrientes
miniatura aumentadas con constante de decaimiento
anormalmente breve. El analisis de ruido determino
que los canales activados poseian una conductancia
aumentada 1.7 veces y un tiempo medio de apertura 30X
mas corto que los controles.

En otro caso se registraron potenciales y corrientes
miniatura disminuidas. La conductancia unitaria
obtenida del analisis de ruido fue normal . Sin
embargo el espectro de poder del ruido mostro dos
componentes. Esto podria resultar de la presencia de
dos poblaciones de receptores con diferentes tiempos
medios de apertura o de una anormal interaccion de la
acetilcolina con su receptor. La primera posibilidad
es improbable ya que ambas poblaciones deberia tener
baja conductancia unitaria para poder explicar la
disminucion de la amplitud en las corrientes miniatura
vy sin embargo la conductancia de los canales activados
fue normal.

CAMINOS HACIA EL ENTENDIMIENTO DE LAS BASES MOLECULARES
DE LA MIOTONIA DISTROFICA (On the way to understanding the
molecular bases of myotonic distrophy). Vergara C, Behrens M.
Departamento de Biologla, Facultad de Ciencias, U. de Chile, Centro de
Estudios Cientfficos de Santiago.

Miotonia es la dificuttad para relajar la musculatura esquelética luego
de una contraccién voluntaria o inducida. Esta contraccién mantenida
se debe a una actividad eléctrica repetitiva en respuesta a un estimulo
tinlco. Existen varias patologias en las cuales se observa miotonia, una
de ellas es la distrofia mioténica de la cual ain no se conocen sus
bases moleculares.

Se ha postulado que en la generacion de la miotonfa en pacientes con
distrofia mioténica esté involucrado un canal de potasio activado por
calcio de baja conductancia. La expresién de este canal en musculo
esquelético es regulada por el nervio encontrandose presente en
musculo fetal no inervado, en musculo denervado y en membranas de
musculos de pacientes con distrofla miotdnica, pero no en muscuios
normales. Existe por lo tanto una anomalia en la regulacién de la
expresion de este canal en pacientes con esta enfermedad.

Nosotras estamos investigando cuales son los factores que afectan su
expresién. Experimentalments, ia presencia o ausencia de este canal la
hemos determinado midlendo ef ligamen de apamlna-l‘a’s a vesiculas de
membranas de musculo. La apamina es un péptido que se liga al canal
con alta afinidad y io bloquea.

Hemos encontrado que el bloqueo de! fiujo axoplésmico Inducido
mediante la aplicacion de colchicina al nervio ciético de ratas induce la
aparicién del receptor de apamina en membranas de musculo de la
pata posterior. Por otra parte, hemos Inducido miotonia en ratas
mediante el uso de drogas, con el propdsito de comprobar sl ia
miotonia esta relaclonada con la presencia del canal-receptor de
apamina.

Financiado por: Fondecyt 206-89 y NIH GM 35981.

ANTITRANSPORTE DE Na/H, HIPERTENSION Y DIABETIS.
Mitzy Canessa, Roberto Pontremoli y Alicia Rivera.
Department of Medicine, Harvard Medical School,
Brigham and Women's Hospital,Boston, Ma.

Nuestro laboratorio ha estudiado la cinetica del
intercambio de Na/H y Na/Li en eritocitos de sujetos
normales y en pacientes con hipertension esencial
(HT) y diabetis. La mayoria de los pacientes HT
(77%) presentan anormalidades en la cinetica de
activacion por el pH celular del antitransporte de
Na/H que se reflejan en un coeficiente de Hill
disminuido (an y- Solo una fraccion menor de
paclentes HT tienen un aumento de la V., de
intercambio de Na/H y Na/Li. En pacientes con
diabetis insulina-dependiente (DID), observamos que
la V., esta aumentada con respecto a los sujetos
normales. Sin embargo, los pacientes con DID que
desarrollan nefropatia e hipertension, presentan las
nismas anormalidades que los pacientes HT: la
activacion del antitransporte de Na/H por el pH
celular (n,,,) esta disminuida y la V., de
intercambio de Na/Li esta aumentada. Hemos
estudiado la cinetica de activacion del anti-
transporte de Na/H en eritrocitos de sujetos
normales en ayunas incubados in vitro con insulina y
glucosa. La insulina aumento significativamente el
Vmax y el Tapp del intercambio de Na/H pero no afecto
el de Na/Li. Estos resultados indican que a) la
tirosina kinasa de los receptores de insulina del
eritrocito pueden regular por fosforilacion el
antitransporte de Na/H; b) que este mecanismo
estaria defectivo en los pacientes HT (diabetis
insulina-resistente ?) y en los DID que desarrollan
nefropnt:ié; c) que el aumento de la V., de
intercambio Na/Li puede reflejar un aumento
compensatorio del numero de intercambiadores de
Na/H.
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INHIBICION DE LA Ca2+-ATPasa DE MEMBRARA DK
ERITROCITOS HUMANOS: ENSAYOS IN VIVO E IN VITHO.
(Inhibition of the Ca2+-ATPase of human erithrocyte
membranes: in vivo and in vitro assays)
Rossi J.P.F.C., GonzAlez Flecha F.L. y Gagliardino
J.Jd. Instituto de Quimica y Fisicoquimica
Biolégicas (UBA-CONICET).y Centro de Endocrinologia
Experimental y Aplicada (UNLP-CONICET) - ARGENTINA.

Hemos mostrado previamente (IRCS Med. Sci. 14,478,
1986) que la actividad Caz+-ATPasa de membranas de
eritrocitos de individuos diab&ticos descompensados
es significativamente menor que la de individuos
normoglucémicos. Recientemente hemos logrado
reproducir estos resultados en experimentos
realizados in vitro (Diabetes 39:707-711,1990). Las
evidencias experimentales indican gue la inhibicién
de la Ca2+-ATPasa reine las siguientes caracteris-
ticas: a) la disminucién de la actividad enzimética
es dependiente de la temperatura, concentracién de
glucosa, pH y del tiempo de incubacién; b) este
efecto se evidencia tanto incubando membranas ais-
ladas de glébulos rojos como eritrocitos intactos
en presencia de glucosa y siempre se acompaiia por un
aumento en los niveles dg proteinas glucosiladas de
membrana; c¢) la presencia de 5aM ATP en el wedio de
incubacién previene los efectos de la glucosa sobre
la bomba de Ca3+ pero no disminuye el nivel de
glucosilacién de las proteinas de membrana; d) la
calmodulina en el medio de ensayo no modifica sig-
nificativamente el grado de inhibicién respecto del
ensayo en ausencia de la misma; e) la enzima prein-
cubada con glucosa tiene una mayor afinidad aparente
por calmodulina que la control. Estos resultados
sugieren que la inhibicién de la Ca2+-ATPasa seria
debida a la glucosilacién no enzimética de residuos
de lisina de la enzima.

Con subsidios de ANTORCHAS, CONICET, TWAS y UBA.



COMUNICACIONES LIBRES EN PANELES

Estructura

ESTRUCTURA A 1.5 A° DE RESOLUCION DE RIBONUCLEASA T, AC-
TIVA Y LIBRE DE INHIBIDORES. NUEVAS EVIDENCIAS PARA EL
MECANISMO DE ACCION. (The structure of 1nhib6tor free
ribonuclease T, in active conditions at 1.5 A”. resolu-
tion. New ev1&ences for the action mechanism) Marti -
nez, J., Choa, H-W., Heinemman, U. and Saenger, W. Lab.
Elo?isica MoIecular, Universidad de Concepcifn, Institut

fir Kristallographie Freie Universitdt, Berlin, West Ger

many .

Ribonucleasa T, (RNasa T) se cristalizé a pH 7.0
en un sistema de d1fu§16n de vapor, utilizando PEG 6000
como agente precipitante. Cristales en forma de bipira-
mide rectangular pertenecientes al sistema ortorrémbico
P 2,2,2,, permitieron recolectar un total de 33115 re -
flekidnds Gnicas, con una resoluci6n de 1.5 A", La es-
tructura se refin6 por un procedimiento de minimos cua-
drados con restricciones. Las coordenadas del complejo
RNasa T,-vanadato (Biochemistry 28: 7592, 1989) fueron
usadas 'como modelo inicial.

Después del refinamiento, el factor R clasico fue
de 14.3%. El modelo final present6 7 residuos de amino
acidos en doble conformaci6n, 120 moléculas de agua y la
presencia de un i6n de calcio. El plegamiento de la ca-
dena polipeptidica es similar al del complejo RNasa-va-
nadato; la conformacién de los amino &cidos involucrados
en el sitio catalitico, y en el sitio de reconocimiento
de la base, son también muy similares. Ambos sitios es-
tén ocupados s6lo por moléculas de agua en RNasa T,, ocu
pando las mismas posiciones que los &tomos de oxigéno
del fosfato o del vanadato en los complejos respectivos.

Un importante descubrimiento que la solucién de
esta estructura aporta, es un contacto de uni6n hidrége-
no entre His 4D y Glu 58. Este contacto explicaria el
rol de His 40 como activador de Glu 58, aumentando la ba
sicidad del grupo carboxilato.

FLUIDEZ DE MEMBRANA Y MICROVISCOSIDAD INTERANA
DE ERITROCITOS DE PACIENTES NORMALES Y CON
DIVERSAS PATOLOGIAS (Membrane fluidity and internal
microviscosity of erythrocytes of normal patierts and with
different pathologies). HAGER, A. A, De Paok, T. e Ihio,
J. E Departamento de Fisicomatemética, Facutad de
Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos Aires.

La fluidez de la membrana de los eritroctos se midié
determinando el pardametro de orden del écido 5 Doxil
estedrico mediante  resonancia elactronica
(ESR). Se trabajé con eritrocitos enteros lavados Yy
resuspendidos en soluclén de CINa 150 nM - bufler fosfatos
(pH 7.4), marcados durante 2 hs a 4°C y lavados
nuevamente para eliminar el radical nitréxido incorporado.

La microviscosidad intema de los erltrocitos se midié
determinando los tiempos de correlacién de la 4-maleimida
tempo mediante ESR. La marcacién se efectué sobre
eritrocitos lavados y resuspendidos con solucién de CiNa
150 nM - buffer fosfato pH 7.4 hasta un hematocrito del
10%, durante 15 minutos a temperatura ambiente y luego
lavados para eliminar e radical nitréxido no incorporado.

Se encontraron diferencias significativas con respecto a los
normales en los valores de fluidez de membrana en varias
patologias, en otras se encortraron diferencias de Ia
microviscosidad interna y en otras en ambos indicadores.

Las pstologias estudiadas fueron diabéticos tipo | y tipo |,
esferocitosis hereditaria, sindrome urémico hemolitico.

COMPOSICION,  ORDENAMIENTO MOLECULAR Y TENSION
SUPERFICIAL DINAMICA DE UN SURFACTANTE PULMONAR
EXOGENO (Composition, molecular order and dynamic
surface tension of an exogenocus lung surfactant).
Bresciani, P., Ihlo. J., De Paoli, T., Hager, A.
Departamento de Fisico-matemética, Facultad de
Farmscia y Bioquimica, Universidad de Buenos
Aires.

Utilizando surfactante pulmonar exdgeno de origen
porcino se estudi6é la influencia de la proporcidén
de colesterol y las condiciones de esterilizacién
sobre 1ls tensién superficial dindmica y sobre los
parfmetros de orden de los Acidos 5, 12 y 16 doxil
estedricos incorporados en la bicapa lipidica del
surfactante. Las medidas de tensién superficial
dinfmica se realizsron con un tensiémetro de
burbuja pulsante y los parémetros de orden se
midieron a partir de espectros de resonancia para-
magnética electrénica.

Se observé una relacién directa entre la propor-
cién de colesterol y el aumento de los parémetros
de orden y la concomitante pérdida de la capacidad
de disminuir la tensién superficial dinémica.

EFECTO ESTRUCTURAL DEL PENTACLOROFENOL EN BICA-
PAS LIPIDICAS Y FIBRAS NERVIOSAS. (Study on the
interaction of pentachlorophenol with lipid
bilayers and nerve fibers). Suwalsky,M., Montoya,
G., Villena, F., Espinoza, M.A.  y Garr1do, C.
FacuTtad de CiencTas y Facultad de Ciencias Bio
16gicas y Recursos Naturales, Universidad de
Concepcifn, Chile.

Dado su extenso uso, resistencia a la degrada--
cién y alta toxicidad el pentaclorofenol (PCF)
constituye un peligroso contaminante, capaz de
incorporarse en las bicapas lipfdicas de las
membranas celulares alterando diversas funcio--
nes y su organizacién molecular. Con el fin de
interpretar las interacciones del PCF con las
bicapas lipfdicas, se efectuaron estudios estruc
turales por difraccién de rayos X. Para este e
fecto se hicieron reaccionar bicapas constituf-
das por los fosfolfpidos dimiristoilfosfatidil-
etanolamina y dimiristoilfosfatidilcolina con
diferentes concentraciones de PCF en ausencia y
presencia de agua, a 17°C, Los resultados indi
caron que el PCF perturbd significativamente las
estructuras de ambos. Para relacionar estos re
sultados con los dafios que puede causar a mem--
branas celulares, ratas fueron alimentadas con
agua conteniendo PCF en una concentracién 3mM.
Al cabo de 3-4 meses fueron sacrificadas y sus
nervios cidticos analizados por difraccién de
rayos X y microscopfa electr6nica. Resultados
preliminares indican que se produjeron cambios
estructurales y morfoldgicos a nivel de la mie-
lina, los que estarfan relacionados con altera-
ciones de las bicapas lipfdicas.

Financiamiento: Proyectos FONDECYT (0783/88 y
0625/89) y de 1a Universidad de Concepcién
(20.13.79 y 20.33.41).
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PREDICCION DE ESTRUCTURA SECUNDARIA DE PROTEI-
NAS POR SU CLASE ESTRUCTURAL.{Prediction of the
secondary structure of proteins according to
their structural class).Hilda Cid,Marta Bunster

y Mauricio Canales.Lab.Bioffsica Molecular,U.de
Concepcibn y Gesellschaft fiir Biotechnologische
Forschung,Braunschweig,FOR.

Estudios recientes han demostrado que la pre-
diccidén de estructura secundaria de protefnas,
utilizando el método de Chou y Fasman,mejora
cuando los pardmetros estructurales se han cal-
culado independientemente para cada una de las

4 clases estructurales definidas para protefnas:

ool P W +P, o

El método de prediccidn disefiade en nuestro 1la
boratorio considera los coeficientes de hidrofo
bicidad ambientalde Ponnuswamy,para cada dmino
dcido,pardmetros que deberfan mostrar una mayor
dependencia ain,de la clase estructural de la
protefna.

Se calcularon los coeficientes de hidrofobici-
dad de Ponnuswamy para 19 protefnas claseww,
15 protefnas clase &,14 de 1a clase 0(+?3 ,y 16
protefnas de la clase &/ p. Los resultados mues-
tran que tanto las distribuciones de los coefi-
G1e78T7idnen ST0RIEMIRUaRORRe Y2  RERT RS

e Tas clases estructurales.

La posibilidad de predecir la clase estructu-
ral de la protefna a partir de su composicién
de dmino dcidos,hecho ya demostrado,abre la po-
sibilidad de mejorar notablemente 1a prediccién
de estructura secundaria,utilizando Tos métodos
de Chou y Fasman y de los Perfiles de Hidrofo-
bicidad,con los coeficientes especificos para
la clase estructural a la que pertenece la pro-
tefna problema.

Proyecto 20.31.32, DI,U.de Concepcién
Proyecto GTZ-DAAD-FCNDECYT.

COLAGENO-EFECTOS DE SURFACTANTES EN SU ESTABILIDAD.
(Collagen: Effect of Surfactants on its stability).
Mogilner, I.G. y Grigera, J.R. Instituto de Fisica de
Liquidos y Sistemas Biolégicos (IFLYSIB) y Departamen-
to de Ciencias Biolégicas, Facultad de Cs. Exactas,
Universidad Nacional de La Plata, Argentina.

El estudio del punto de vista basico del sistema
coldgeno-agua-detergente es un gran aporte a la tecno-
logia del cuero, ya que en el proceso de curticién
del mismo son utilizados {con criterios empiricos)
surfactantes idnicos y no idnicos a diferentes pHs.
El estudio realizado en Tendén de Aquiles Bovino,
muestra que el efecto liotrdpico en el colégeno es
fuertemente dependiente del pH: siendo en el caso del
Tritén X-100 y Polietilenglicol mayor a mayor pH, y
en el caso de detergentes iénicos mayor (1) cuando
ambos poseen la misma carga. El objetivo de este
trabajo es encontrar una explicacién al aparente extra-
fio comportamiento de la interaccién colégeno-detergen-
te. Se trabajé con polvo de piel bovina. Las muestras
se introdujeron en soluciones acuosas de TX-100, SDS
e Hyamina 1622 a pH: 2,7 y 13, Después del equilibrio
el detergente adsorbido fue medido con el método
apropiado a cada caso. Se computé la hidratacién
preferencial (2). Los resultados explican la desestabi-
lizacién por la formacién de una tercera fase termodi-
namicamente desfavorable, efecto opuesto al hallado
en proteinas globulares.

Investigador del CONICET

1. E.M. Caillaba, N. Sierra, U.D. Vera, 1.G. Mogilner
y J.R. Grigera, J. Soc. L.T., Chem., 71 153, 1988.

2. Pittz, S.N., Timasheff, Biochemistry 17, 615, 1978,

RESUMENES

COLAGENO EN HUESO: PROCESO DE RELAJACION EN EL RANGO
DE MICROONDAS Y RADIOFRECUENCIAS. (Collagen in bone:
relaxation process in the radio waves and microwaves
spectrum). Ivancich®, A. y Grigera**, J.R. Instituto
de Fisica de Liquidos y Sistemas Biolbgicos (IFLYSIB)
y Departamento de Ciencias Bioldgicas, Facultad de
Ciencias Exactas, Univers.dad Nacional de La Plata,
La Plata, Argentina.

El estudio del colégeno en su funcién especifica en
la matriz colagénica es de interés desde el punto de
vista béisico asf como también por su aplicacién en el
érea médica. A través del anflisis del comportamiento
dieléctrico de hueso en un extendido rango de frecuen-
cias, kHz-Ghz, se obtienen pardmetros dieléctricos
significativos por su relacién con las radiaciones no
ionizantes utilizadas terapeuticamente.

Para el rango de 20kHz a 5 Mhz, en muestras de
hueso nativo y desmineralizado y analizados en el
dominio de las frecuencias se encontrd una relajacién
a baja frecuencia en ambos casos y un aumento de todo
el espectro de permitividad para el hueso descalcifica-
do. Se concluyd que dicha relajacién es debida a
efectos interfaciales y que el incremento se puede
atribuir a movimiento de cadenas laterales de la
matriz colagénica (1).

Como continuacién del trabajo, se presenta el estu-
dio de propiedades dieléctricas en el dominio del
tiempo (TDR) de muestras en ambos estados para el
rango de las radiofrecuencias y microondas.

1. Studia Biophysica (1990) 135, 201-207.
*Becario de perfeccionamiento de la CIC
*#Carrera del investigador de CONICET.

ANALISIS DE CONFORMACION DE POLIALCOHOLES Y SU PODER

EDULCORANTE. ESTUDIO MEDIANTE DINAMICA MOLECULAR.
(Conformational analysis of polyalcoholes and
sweetness. Molecular Dynamics Simulation). Howard,*

E. y Grigera,** J.R, Instituto de Fisica de Liquidos
y Sistemas Biolégicos y Departamento de Ciencias Biold-
gicas. Universidad Nacional de La Plata, La Plata,
Argentina.

Se analizan las propiedacies edulcorantes de polialco-
holes pequefios en relacidéri con su estructura en solu-
cidén acuosa. El modelo usualmente aceptado se basa en
la presencia de un "triangulo edulcorante", con dos
oxidrilos vecinos actuando como dador y receptor de
protones en puente hidrdgeno, y un centro hidrofébico.
Se simularon por Dindmica Molecular dos polialcoholes
de cuatro carbonos, eritrol y L-treitol, en solucién
acuosa, estudiandose la estructura y dinémica de hidra-
tacién de ambos. Se encontré en eritrol una disposi-
cién de grupos oxidrilo que se ajusta a la descripcién
geométrica y de caracteristicas de hidratacién del
"tridngulo edulcorante", rno encontréndose la misma en
L-treitol. Esto es coincidente con la determinacién
experimental del poder edulcorante de ambos. Las carac-
teristicas de hidratacién de los distintos exidrilos
del eritrol cambian segun las dos conformaciones domi-
nantes que adopta esta molécula. El1 coeficiente de
difusién obtenido para el agua que hidrata al eritrol
es cinco veces mayor al obtenido para el modelo de
agua, utilizando en la simulacién (SPC/E), que indica
que pese a la capacidad de formar puentes hidrégeno,
el Eritrol introduce mayor movilidad en las moléculas
de agua de su entorno.

*Becario CONICET
**Investigador CONICET
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ESTRUCTURA DEL AGUA EN PRESENCIA DE UREA. ESTUDIC
MEDIANTE DINAMICA MOLECULAR. {Water Structure in
precense of urea. A molecular Dynamics Study).
Tolosa*, E. y Grigera,** J.R. Instituto de Fisica de
Liquidos y Sistemas Biolégicos y Departamento de Cien-
cias Biolégicas. Universidad de La Plata, La Plata,
Argentina.

Repetidas veces se menciona el efecto de la urea en
la estructura del agua, sin embargo existen pocas
evidencias directas sobre su real comportamiento. En
este trabajo realizamos la simulacién, por el método
de dinamica molecular, de soluciones de urea en agua
a dilucidn infinita y 4 molal. El modelo de agua
corresponde al SPC/E, en tanto que la urea la modeliza-
mos utilizando los potenciales de interaccién GROMOS,
con angulos de enlaces flexibles y longitudes rigidas.
Efectuamos 20ps de simulacién, después del equilibrio,
para cada solucidén, a temperatura y presién constan-
tes. Cada 0.0lps de simulacién guardamos la configura-
cidén del sistema. Los resultados se comparan adecuada-
mente con los experimentos de difraccién de neutrones.
Del andlisis del coeficiente de difusién del agua y
de la red de puentes de hidrdgeno se obtiene interesan-
te informacién sobre la estructura del agua en estas
soluciones.

*Profesional del CIC
**Investigador CONICET

EFECTO DEL GLICEROL SOBRE LA ESTRUCTURA DE MEMBRANAS
LIPIDICAS EN SU ACCION CRIOPROTECTORA (Effect of
glycerol on the structure of lipldlmembranes in its
cryoprotectant action). Biondi, A.C. 'y Disalvo, E.A.".
1 Facultad de Quimica, Bioquimica y Farmacia,
Universidad Nacional de Tucumén; 2z Instituto de
Investigaciones Fisicoquimicas Teéricas y Aplicadas
(INIFTA), Facultad de Ciencias Exactas, Universidad
Nacional de La Plata.

El propdsito de este trabajo es estudiar por
métodos de polarizacién de fluorescencia usando sondas
en distintas profundidades de la membrana el efecto
del glicerol sobre la memtrana lipidica en las
condiciones en que se use como crioprotector.

Para proteger células en un procese de
congelacién- descongelacién se agrega 20% de glicerol
a la suspensién. En este trabajo se demuestra que este
agregado conduce a una alteracién del empaquetamiento
y polarizacién interfacial de la membrana segun la
velocidad de descenso de la temperatura a través de la
transici6on gel- liquido cristalina sea lenta o répida.
Estos cambios se producen en la interfaz membrana-
soluclién; en la zona de los 5-6 carbonos cercanos al
grupo polar 6 en la zona terminal de las cadenas
parafinicas segin la concentracién de glicerol. Estas
perturbaciones influyen sobre la recuperacién de las
propiedades de la membrana luego de la descongelacién.
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ANALISIS GLOBAL DE LA ANISOTROPIA DE COMPLEJOS
FLUORESCENTES DE PEROXIDASA DE RABANO.

(Global Analysis of the Fluorescence Anisotropy
of Horseradish Peroxidase Conjugates).

Brunet, J.E.y Vargas. V.(Patrocinio:J. Reyes)
Tnstituto de Quimica, Universidad Catélica de
Valparafso y Departamento de Quimica, Facultad
de Ciencias, Universidad de Chile.

Para rotores asimétricos moderados, como la ma-
yoria de las protefnas globulares, frecuente-
mente es posible obtener un solo tiempo de co-
rrelacidn rotacional a pesar de que presentan
decaimientos complejos en la anisotropfa de su
fluorescencia. En este trabajo se demuestra
que es posible obtener m&s de un tiempo de co-
rretacién rotacional combinando varios experi-
mentos. En cada uno de éstos se emplea una
sonda fluorescente unida a la protefna. Se es-
tudia la Peroxidasa de R&bano (HRP), que es
una hemoproteina globular monomérica y de un
peso molecular de 44.000. A esta proteina se
le extrajo el grupo heme y se obtuvieron cua-
tro complejos con sondas fluorescentes. Se mi
di6 la fluorescencia resuelta en el tiempo me:
diante la técnica multifrecuencial de fase y mo
dulacién. 5S4 se analizan los resultados en”
forma individual, para cada complejo se obtie-
ne un s6lo tiempo de correlacidn rotacional que
difiere notablemente de un complejo a otro.

Sin embargo al efectuarse un Andlisis Global
simultdneo sobre todos los complejos con HRP,
para resolver un conjunto consistente de tiem-
pos de correlacién rotacional, se recuperan

dos tiempos de correlacidn que concuerdan con
los calculados en forma independiente para un
elipsoide prolato con una relaci6n de ejes de

INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE HEMOGLOBINA CORPUSCU
LAR MEDIA (CHCM) SOBRE LA REOLOGIA ERITROCITARIA. (In-
fluence of mean corpuscular hemoglebin concentration
on erythrocyte rheology). Luquita, A., Rasia, R., Ra-
sia, M. Departamento de Ciencias Fisiolbgicas, C&tedra
de Biofisica, Facultad de Medicina, U. N. de Rosario.
Clasicamente se acepta que la viscosidad citoplésmica
es un factor determinante de la deformabilidad eritro-
citaria. Sin embargo, no hay estudios sobre la varia-
cién de deformabilidad de gl6bulos rojos normales en
funcién de la CHCM en condiciones de isosmolalidad, es
decir, sin modificar la relacién superficie/volumen de
los eritrocitos. En este trabajo la CHCM de glébulos
rojos normales se modificé por lisis controlada y las
distintas poblaciones obtenidas (rango 25-38 %)se sepa
raron por gradiente de densidad de dextran. En cada
muestra se determiné: CHCM (a partir de la concentra-
cibn de hemoglobina y volumen globular), volumen corpus
cular medio (VCM), relacién superficie/volumen y los
parfimetros reolfgicos eritrocitarios: deformabilidad
celular, médulo eléstico y viscosidad superficial por
difractometrfa laser. Los resultados obtenidos demues-
tran que manteniendo constante la relacién superficie/
volumen, conforme disminuye la CHCM (38-25%) gé médulo
elasfgco celular también lo hace (1.511 x 10 a 9.34
x 10 = dinas.s/cm), n=10, r=0.692, p< 0.05. Los eritro
citos se hacen mas deformables (indice 0.342 a 0.553),
n=10, r= -0.673, p<0.05. La vicosidad superficial per
manece constante.

Estas observaciones tienen relavancia fisiolégica y
clfnica en relacién con al trénsito capilar y la vida
media eritrocitaria.
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EFECTO DEL ESTRES (SMOTICO SOBRE LA ACCION
CRIOPROTECTORA DE LA TREHALOSA EN MEMBRANAS LIPIDICAS.
(Effect of osmotic stress on cryoprotective action of
trehalose in 1ipid membrane). Bakasg, L. y Disalvo, E.
Instituto de Investigaciones Fisicoquimicas Teéricas y
Aplicadas (INIFTA), Facultad de Ciencias Exactas,
Universidad Nacional de La Plata.

Cuando se somete una suspensién celular a ciclos
de congelacién-descongelacién una de las
perturbaciones que afectan la estabilidad de la
membrana plasmAtica es el desequilibrio osmético
producido durante el proceso. Este origina cambios
topolégicos en la membrana que alteran la efectividad
de compuestos como la trehalosa, cuyas caracteriticas
crioprotectoras son ya conocidas.

En este trabajo se presenta un estudio de 1la
estabilidad de membranas lipidicas de fosfatidilcolina
sometidas a adlgptes osméticos, originades por la
adicién de Ca'", Na y/c trehalosa en el medio.

Cada uno de estos compuestos es capaz de
modificar las propledades interfasiales, las cuales
han sido sensadas con anilinonaftalenosulfonato;
marcador sensible al potencial superficial.

Los datos indican que existe una relacién inversa
entre potencial y estabilidad. La estabilidad fue
determinada por el dequencheoc de octadecilrodamina,
parametro relacionado con la extension del
reordenamiento lipidico producido.

Por otro lado los resultados muestran que la
trehalosa es menos efectiva en proteger a los
liposomas de la fusién inducide por los ciclos de
congelacién cuando aumenta la osmolaridad del medio
Esto es independiente del compuesto utilizado para
originar el gradiente incluyendo la propia trehalosa.
Esto indicaria que las condicicnes ¢ptimas para la
interaccién trehalosa-grupo fosfato responsable del
efecto crioprotector existirian en condiciones
isoosméticas.

EFECTO DE LA TREHALOSA EN MEMBRANAS LIPIDICAS. (Effect
of trehalose on 1lipld bilayers}. Disalvo, E. y
Alonso-Romanowski S. Instituto de Investigaclones
Fisicoquimicas Teéricas y Aplicadas (INIFTA), Facultad
de Ciencies Exactas, Universidad Nacional de La Plata.

Se estudio el efecto de las interacciones con
membranas lipidicas del disacarido trehalosa
utilizando varlos sistemas modelo de bicapas lipidicas
por métodos optlcos, eléctricos, por espectroscopia
infraroja y en presencia de sondas fluorescentes
(MC540). Los fosfolipidos utilizados fueron DPPC y
DPhPC.

Los resultados encontrados por espectroscopia i.r
y con el sistema de bicapas planas (BLM) indican que
esta molécula modifica el espesor de la bicapa al
interaccionar con la cabeza polar del fosfolipido por
formacién de puente de hidrégeno. Estudlando 1las
propiedades Opticas (Anso) de liposomas en contacto

con concentraciones crecientes de trehalosa en funcién
de la temperatura se observdé que el cambio de
absorbancia en la transicién de fase gel a liquida
cristalina es funcién de la concentracién de
disacérido presente en el medio. El 4rea bajo la curva
esta presenta un mAximo a 0,75 M de trehalosa y luego
disminuye. Con el marcador 6ptico MC540 se encontré un
resultado semejante. Este maximo coincide con el
encontrado para una, muestra deshidratada en presencia
de trehalosa 10 M y luego rehidratada. Estos
resultados indican que la trehalosa promueve cambios
estructurales en la interfase membrana/solucién los
que determinarian sus propiedades estabilizadoras de
la membrana en los procesos de deshidratacién-
rehidratacion.

RESUMENES

ACCION LITICA DE LISOFOSFATIDILCOLINAS SOBRE MEMBRANAS
CONSTITUIDAS POR LIPIDOS RAMIFICADOS. (Lytic action of
lysophosphatidylcholine on membranes with branched
phospholipids). Viera L. y Disalve E.A. Instituto de
Investigaciones Fisicoquimicas Teoéricas y Aplicadas
(INIFTA), Facultad de Ciencias Exactas, Universidad
Nacional de La Plata.

La interaccién de lisofosfatidilcolinas con
membranas lipidicas promueve la destruccién de sus
propiedades de barrera. Esta acci6én litica es maxima
cuando la membrana se encuentra en la temperatura de
transicién gel-liquido cristaline o cuando proteinas
lipo o hidrofilicas interaccionan con la membrana en
estado fluido. Asimismo, membranas deshidratadas en
presencia de trehalosa y luego rehidratadas en buffer
son sensibles a la acclén del lisoderivado a
temperaturas por debajo de la transicién de fase en
contraste con membranas en estado gel no deshidratadas
previamente.

Estudios estructurales y termodinamicos permiten
suponer que en todos estos; casos la accién litica se
produce por la presencia de defectos estructurales
promovidos por la coexistencia de lipidos en estado
gel y liquido cristalino.

En este trabajo se es.udia el efecto litico sobre
membranas compuestas con lipidos ramificados. Los
resultados indican que la presencia de un metilo
lateral en una cadena del residuo de 4cido graso
promueve una lisis equivalente a la encontrada en
lipidos de cadena lineal sometidos a deshidratacién en
presencia de trehalosa. lLa accién es mas notoria
cuando la ramificacién se encuentra cercana a la
cabeza polar del fosfolipido.

PARAMETROS DE SORCION DE AGUA POR PROTEINAS :
LVALORES SEGUN B.E.T. O SEGUN G.A.B.? (Multila-
yer sorption parameters of water by proteins :
B.E.T. or G.A.B. values?) Timmermann, E.O. Dep-
ta. Q.Inorg&nica,Analitica y Q.Fisica, Fac. Cs.
Exactas y Naturales,; U. de Bs.Aires, Argentina.

Es conocido que la isoterma BET 1linealizada
(BET plots) (2 ctes: cyvm) es sélo valida entre
.05<p/pe<.3-.4 mientras que la isoterma GAB 1li-
nealizada (GAB plots) (3 ctes: cyvm,f) es vali-
da para .05<p/pe<.B-.9 y que los valores de las
ctes. comunes c y vm obtenidos por ambos grafi-
caos difieren, siendo siempre c(BET) > c(GAB) y
vm(BET) < vm(GAB). Considerando trabajos pre-
vios (EOT 1)J.Chem.Soc.Far.Trans.l 85(1989)1631
2) SAB 1988) se demuestra que los valores de
BET plots se pueden expresar en términos de las
3 ctes. de la isaterma GAB. Si vale la isoterma
GAB (f<1) los BET plots responden realmente a
una ecuacidn no lineal del tipo éaoEﬁ/po)
F(BET) = ao/v(l~ao) = A + B.aoc + C.ac /(1-ao)
[A;B,C=G(c,vm,f)], siendo é&sta F(BET) 1la que se
ajusta usualmente por cuadr. minimos a una rec-
ta. Usando una formulacién de cuadr. minimos
continua se demuestra que c(BET) y vm(BET)
dependen de los valores reales c, vm y f (GAB)
de 1la siguiente manera:
vm(BET)= vm /[1+2(1-f)/cl.Rm(Aac)
C(BET) = c.li1+8(1-f)/c1.RelBa0c)
Rm y Re san funciones del intervalo Aao consi-
derado, de su valor medio aoc y de f y c, siendo
siempre Z1. E£stas ecs. explican las desigualda-
des seflaladas cuali-cuantitativamente, lo cual
se lo verifica mediante datos de la literatura
(p.ej. H.B.Bull J.A.C.S5. 66(1944)1499). Se de-
muestra ademas que para el intervalo .05<a0<.3
recomendado para BET plots por IUPAC (Pure
Appl.Chem. 57(1985)603) para valores usuales de
f=.7 y €=20 vm(BET) = BS% vm y c(BET) = 150% c.
Bs.As. Agosto 1990
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ESTUDIO TEORICO DE PEPTIDOS CONSTITUTIVOS DE ANGIOTENSI-

NA II. (Theoretical study of Angiotensine II constituti-
ve peptides). G.M. Ciuffo, M.E. Morales, E.R. Correché y
E.A. Jguregui. Citedra de Quinica General. Facultad de
Quimica, Bioqufmica y Farmacia. Universidad Nacional de
San Luls. Argentina (Patrocinio: Hilda Cid).

Angiotensina II es un péptido endSgeno con diversas ac
tividades, tanto en el control de la tensisn arterial co
mo a nivel de SNC. Se han estudiado parcialmente sus péé
tidos constitutivos: Arg-Val-Tyr-MA e His-Pro. El dipé&p-

tido His-Pro presenta, por la presencia de Pro, caracte-
risticas especiales. Se pueden encontrar 4 formas cis-up,

cis-down, trans-up, trans-dowr.. Este estudio se realiz§
empleando como método de cilculo un potencial Atomo-&to-
mo empIrico. En el modelo 1 se supuso que la hidratacidn
eliminarfa el efecto de las interacciones electrostfti ~
cas y en el modelo 2, se incluyeron las interacciones e-
lectrostiticas, atenuadas por una D=4,

De las numerosas conformaciones analizadas para His-
Pro s6lo entre 10 y 15 conformaciones se encontraron en
un AE de 3 kcal/mol. Se observd que ambas conformacio-

nes trans (up y down) son de menor energfa que las "cis".

La conformacifn trans-down presenta el mInimo global

(-10.87). La conformacién de mfnima energfa en todos los
casos es del tipoftplegada, con diedros de 120 y ~120 pa
ra el residuo His y las posiciones clédsicas para la cade
na lateral (X} =% 60, 180,1: =90) . Cuando se aplicé el”

modelo 2 se observS que este privilegicd algunas conforma

ciones sobre ctras. En el caso particular de las cis-
down, se observa que la conformacidn II alcanza con este

modelo una poblacién de 60%. Para el tripéptido Arg-Val-

Tyr, la conformacién preferida es del tipo 3 -plegada,
con una gran movilidad para el residuo Arg.

Los resultados obtenidos concuerdan con datos experi-
mentales para Angilotensina II, que indican la presencia

de una conformacisén M -plegada, Las conformaciones de mg

nima energfa serdn posteriormente ensambladas, a fin de
obtener las conformaciones finales de Angiotensina II.

PID de CONICET (Argentina) 198%-1991.
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Transporte

INTERACCION FOSFOLIPIDO-CARBOHIDRATOS Y SU INFLUENCIA
EN EL TRANSPORTE IONICO A TRAVES DE POLIPEPTIDOS
{Phospholipid-carbohydrate interaction and its
influence on 1lon transport through polypeptides).
Alonso- Romanowski, S. y Disalvo, E.A. Instituto de
Investigaciones Fisicoquimicas Teéricas y Aplicadas
(INIFTA), Facultad de Clencias Exactas, Universidad
Nacional de La Plata.

Menlendyks y  col. (1988) postularon la
posibilidad de formacién de puentes de H entre el
grupo carbonilo y el protén del indol perteneciente al
triptofanc 15 (Trp 15) de la gramicidina A (GA).

Por otro lado, la trehalosa (disacarido de la
glucosa) forma puentes de hidrégeno a la altura del
grupo carbonilo.

En este trabajo se analizé la competencia entre
la trehalosa y el indol del triptofano en la formacién
de puentes de hidrégeno con el carbonilo del lipido a
través de técnicas eléctricas aplicadas a membranas
lipidicas negras (BLM) de difitanoilfosfatidilcolina y
por espectroscopia  infrarroja. Las propliedades
eléctricas se estudiaron en solucién de KC1 1M
determinando la capacidad y la resistencia.

La informacién estructural se obtuvo de espectros
IR en la regién del grupo polar (v P=0 140Q‘cm )y
del grupc carbonilo del lipido (v C=0 1600 cm ).

La disminuci6n de resistencia de la bicapa por el
agregado del péptido es menor en presencia de
trehalosa y por lo tanto el transporte io6nico es
menor. Se infiere de estos resultados que los cambios
a nivel de la interfase pueden afectar la conformacién
del péptido ya que trehalosa aumenta el espesor de la
bicapa y sus resistencia.

Expresion del transportador de urea inhibible por floretina en
ovocitos de Xenopus laevis (Expression of phloretin-sensitive
urea carrier by Xenopus laevis cocytes). Ibarra, C., Martial, S.;
Rebelo, L. y Ripoche, P. Dept. Fisiologfa, Fac. de Medicina,
UNBA, Argentina y Dept. Biologie, CEN Saclay, Francia.

El estudio del transporte de urea a través de las membranas
plasmaticas de células aisladas y epiteliales ha permitido la
caracterizacidn de un transportador especifico de urea inhibible
por floretina gque servirfa a mantener la presidn osmdtica
celular. Evidencias indirectas indican que dicho transportador
serfa de naturaleza proteica. Sin embargo hasta el presente no
se ha podido identificar y/o aislar las proteinas involucradas en
el transporte de urea. Nosotros intentamos, mediante la técnica
de inoculacidn de RNA mensajero (RNAm) en ovocitos
amfibianos: 1) expresar el transporte de urea en la membrana
del ovocito, 2) identificar la poblacich de RNAm que codifica
dicha funcién, El RNAm fue purificado a partir de la celulas
epiteliales de vejiga urinaria de rana mediante el uso de la
técnica de extraccion cloroformo-feno! y de la cromatograffa
de afinidad y la traduccion "in vitro" del RNAm fue llevada a
cabo en un sistema libre de reticulocitos en presencia de (S3%)-
metionina . La traduccion "in vivo" fue realizada mediante la
inoculacion de RNAm a ovocitos anfibianos. El andlisis de la
expresion de RNAm "in vitro" demostrd que al menos 10
proteinas bien definidas con una masa molecular entre 19 y 200
kDa fueron sintetizadas. La expresich en la membrana del
ovocito fue medida de 3 a 5 dfas despu€s de la inyeccich
mediante la incorporacion de (C1%)-urea. Se pudo observar que
en ovocitos inyectados con RNAm (testigos) la incorporacion de
urea (Jurea, nmol/cm2/min) fue mayor (17.1£0.2; n=6; p<0.02)
que en los ovocitos inyectados con agua (controles) (11.6 2 1;
n=6). Este incremento de Jurea fue totalmente inhibido por la
floretina (0.1 mM) en ovocitos testigos mientras que el Jurea no
fue afectado en los controles. Resultados preliminares
mostraron que la expresion del transporte de urea se
encontrarfa en una fraccion de RNAm de tamano entre 6 y 10
Kb. Nosostros concluimos que el transportador de urea
floretina-inhibible puede ser funcionalmente expresado vy
especificamente detectado en ovocitos amfibianos inocutados
con RNAm de celulas epiteliales de vejiga urinaria de rana.



R 404 RESUMENES

FLUJOS IONICOS MEDIADOS POR MONENSINA EN MUSCULO ESQUELE~
TICO DE RANA (L.ocellatus). (Ionic fluxes mediated by mo-~
nensin in frog skeletal muscle (L.ocellatus})). Hoya,A. y
venosa,R.A. Cltedra de Fisiologia con Biofisica, Facul-
tad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de LaPlata.
El ionb6foro monensina (MON) se desprotona asociindose
con distintos grados de afinidad a otros cationes monova-
lentes,principalmente Na* y x*, formando complejos eléc-
tricamente neutros que facilitan el movimiento de aqué-
lios a través de membranas artificiales y biolégicas. En
estos experimentos se estudiaron,mediante trazadores
(22Na*t), espectrofotometria de AA y alteraciones de pH,
los flujos de intercambio entre Na‘, K* y H™ mediados por
MON a través del sarcolema en Ringer normal (RN} {[Na¥ o=
115 mM) y en [Na*]e—o (reemplazado por Mg*t+). Los flujos
(J) generados por MON fueron reversibles y [MON]-depen~
dientes.los valores de los pardmetros de la relacién en-
tre Jy [MON],i.e.,J wnfrimo(Jy) en pmol.cm=2.s1y Mo
a la cual J=Jg/2 (Kgs en um) fueron:a)Natj/Natg:Jp=112%
13,Kg5=8.5t2.9; b) Nat;/Ht.:Jq=30.7t4.3,Kqs=12.7%4.4; c)
Neto de Na* (hacia adentro) :Jy=32.5%5.6,Kqs=11.6%5.2; d)
Neto de K* (hacia afuera) :Jp=14.2£2.8,Kgg=6.7%4.2, MON
para difundir de una interfase a otra de la membrana de-
be estar protonada o asociada a otro catién monovalente,
tal que el J neto mediado de cationes es cero. Esto per-
mite inferir (dada la disponibilidad de cationes trans~
portables a ambos lados del sarcolema) que debe haber un
intercambio H*j/Na*, con un J; de 49 pmol.cm™2.s~\. La
tabla resume los Jy unld:.teccxonales y netos calculados.

MOVIMIENTO IONICO FLUJO (pmwol.cm=2.s~1)
Unidireccional Neto
Na® (ext +'int) 175.2 32.5
Na* (int > ext) 142.7 :
K*  (int +ext) 14.2 14.2
HY (ext »>int) 30.7 18.3
H* (int +ext) 49.0 N

En consecuencia, en RN el resultado neto del transporte
mediado por MON en el sarcolema seria equivalente al de
un sistema que intercambia 7 Na* extracelulares por 3 K¥
y 4 ot intracelulares. La Plata, Atrgentina

ASOCIACION COMPETITIVA DE ANIONES CON LAS
SUPERFICIES DE VESICULAS DE DODA Y PERMEACION
(SO - OSMOTICA) A TRAVES DE LA BICAPA
(Competitive Binding of Counterions at the Surfaces of
DODA Vesicles and Permeation Across the Bilayer).
Lissl y Abuin, E. Depertamento de Quimica, Fac. de
CIencla, Unmrsldad det Santiago de Chile.

La asociacién competitiva de aniones
(bromuro/cloruro;yoduro/bromuro;yoduro/ciorura)  con  las
superficies (extena e interns) de vesiculas de DODA
(dioctadeclidimsetilamonio) y la permeacién
(exteriorfinterior) de bromuro y yoduro a través de la
bicapa bajo condiciones Iso osméticas es estudiada
mediante experimentos de supresién de fiuorescencia de
sondas extrinsecas (100% incorporadas a las vesiculas)
conteniendo naftaleno y/o pireno como grupo fotoactivo.
Las vesiculas consideradas son de tamafio gigante (aprox.
0.5 micra de diimetro extemc) y fueron obtenidas por el
método de inyeccidn con evaporacién  simultdnea  del
solvente  (cloroformo). El estudio se realizé a 25 C,
temperatura inferior a la T, de las vesiculas, condiciones
bajo las cuales la bicapa se encuentra en su estado de gel.
Condiciones iso-osméticas fueron mantenidas trabajando en
presencia de sales (NaCl en DODAC| y NaBr en DODABr)
a idéntica concentracion en el compartimento acucso
interno y en la fase Intervesicular.

La fluorescencia de ias sondas decrece por agregado
de Iones supresores (yoduro o bromuro) a la fase
intervesicular. porales en la fluorescencla
observados Iuogo de la adicién del supresor son
interpretados  en términos de un intercamblo dnico répido
en la capa externa seguido de una permescién lenta hasta
un estado final en que ios iones alcanzan su distribucién
de equilibrio en ambas superficies (externa o intermna). La
interpretacién cuantitativa de los resulttados se realiza en
base al modelo de intercamblo idnico (1).

E. Lissi agradece a Fondecyt (Proyecto #1035/88) el

financiamiento otorgado para la realizacion de este trabajo

(1). E. Lissi, E. Abuin, D. Whitten and C. Backer,
J.Phys Chem.,93, 4886 (1989).

CARACTERIZACION BIOFISICA Y MATEMATICA DE UNA NEURONA
DEL GANGLIO ESTOMATOGASTRICO. (Blophysical and Mathematical
Characterization of a Stomatogastric Ganglion Neuron). Jorge
Golowasch y Eve Marder, Blology Department, Brandels University,
Waltham, MA 02254, USA.

El ganglio estomatogéstrico de la jaiva Cancer borealls ha sido
ampliamente utilizado en el estudio de la generacién de patrones
ritmicos de actividad neuronal y de su modulacién por péptidos y
aminas. Hemos utilizado técnicas efectrofisioidgicas para estudiar las
propiedades biofisicas de una de ias neuronas que lo componen.
Usando esta célula como modseio de célula del sistema pilérico, nuestro
objetivo fue estudiar cémo depende su actividad de las diferentes
corrientes I6nicas que ella expresa.

En primer lugar hemos Identtficado 7 corrientes voltaje, tlempo y Ca2*
dependientes: una de salida de roctificacion tardia, 1, una de salida
activada por cat* una de sal|da tipo A, [,, una rectificadora de
entrada, |, una de on{ra a de Ca?", 1., una de entrada de Na*, e ¥
finalmente una corriente volta‘ls ct;ependlente activada por el
pentapéptido proctolina, | racr L8 corrlente activada por este
neuromodulador muestra urie veitaje dependencia que le permite
influenciar fuertemente la excitabilidad celular a pesar de su baja
amplitud.

Hemos usado las propledades de las corrientes identificadas para
obtener acuaciones que las describen. Con estas scuaciones hemos
desarroliado un modelo computacional de la célula, e investigado la
contribucién de cada corriente a su excitabilidad. El modelo
computacional muestra el sorprenclente resultado de que la terminacién
de un potenclal de acclén depends principaimente de la activacién de
la corrients | y no de |,. E! modelo muestra que la corriente
activada por p%ollna despol 1arlza la célula @ Incrementa la frecuencia
de disparo de manera muy simllar a la célula real. Ademas la activacion
del_  cambia significativamente la contribucién relativa que hacen las
corrientes rectificadora tardia y la de salida activada por Ca** al patron
de actividad.

EFECTOS DE LA PROCAINA SOBRE LA LIBERACION
DE CALCIO EN EL MUSCULO  ESQUELETICO.
(Effects of procaine on calcium release in
skeletal muscle fibers). Pizarro,G., Brum,G.
y Gonzalez, S. Departamento de Biofisica,
Facultad de Medicina, Montevideo, URUGUAY.

La procaina es un inhibidor de la liberacién
de Ca inducida por Ca (ILCIC) en fibras
peladas v vesiculas de reticulo sar-
coplasmético (RS). Su efecto fue estudiado
en fibras cortadas de anfibio bajo control
de voltaje en doble trampa de vaselina. El
movimiento de carga y el transitorio de Ca
mioplaAsmico se midieron simulté&neamente. EI1
efecto de 1la droga aplicada extracelular-
mente depende drasticamente del pH. A pH=7
1 mM redujo entre 10 y 30 X la amplitud del
transitorio de Ca producido por un pulso de
voltaje desde -85 a O mV. A pH 8.5 la miema
concentracién redujo dicha respuesta en un
T0X. En ambos casos el movimiento de carga
no fue afectado. Siendo su pKa=8.9, a pH=7
s881oc el 1X de la droga est& en forma neutra,
permeable a traves de la membrana celular,
mientras que a pH=8.5 el 24X est4 en esa
forma. La dependencia con el pH sugiere una
barrera hidrofébica en el camino hacia el
sitio de accién de la droga.Lla indemnidad de
la carga implicaria un efecto directo sobre
el canal de liberacién de Ca del RS. Los
resultados sugieren que : 1) existe un
componente de LCIC cperando en condiciones
fisiolégicas o 2) la droga inhibe la libera--
cién independientemente del mecanismo de
estimulo.

Pinanoiado por el PRDROIBA y la Fundacisdn
M.Perea
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VIAS DE PASAJE PARA EL ABUA EN EL YEYUND DE LA
RATA. (Water pathways in the rat jejunum). £, CAPURRD y
M. PARISI . Seccidn Biomembranas, Dpto. de Fisiologia.
fFac. de Medicina, Universidad de Buenos Aires,

La primera porcién del yeyuno de ratas Wistar fué
montada como un diafragma entre dos cdmaras y el
movimiento neto de agua transepitelial (Ju) fue medido
minuto a minuto, determindndose el coef. de
permeabilidad al agua bajo un gradiente de presidn
osmética (Posm) o hidrostdtica (Phidr). Los valores ob-
servados son comparados en la tabla con los obtenidos
en otras barreras epiteliales en idénticas condiciones
experimentales:

Yeyuno Ciego Colorn amnios vejiga
rata rata humano humano sapo
Posm 3,3 * 1,4 * 2,0 £ 15,2 * 0,4 + 6,5¢%
SEM 0,7 0,3 0,5 1,4 0,6 0,5
Phidr 61 # 164 £ 223 ¢t 325 79 ¢+ 81 %
SEM 2,4 18 33 53 -] 9

valores en cm/s x 10-3, n<é, en el caso de la vejiga de
sapo se dan valores antes y despues de ADH. La
acidificacién del medic por el pasaje de COg 5% a COe
100% en un medio con 25mM de bicarbonato (pH 7,1 a pH
4,2) produjo una fuerte reduccitn de la permeabilidad
osmbética en el yeyuno de la rata (inhib. media 73 £ 10
%y n=6). El efecto fue totalmente reversible. Un efecto
bloqueante de 1la permeabilidad osmética par la
acidificacion fue previamente demostrado en el amnios
humano y en la vejiga de sapo. La medida de los flujos
unidireccionales de agua y sacarosa, junto al Ju,
permitié determinar en estos tejidos una via osmética
paracelular (amnios) y otra transcelular (vejiga
estimulada con ADH). Similar metodologia serd aplicada
al yeyuno de la rata.

HIPEROSMOLALIDAD Y MECANISMOS DEL

TRANSPORTE EPITELIAL DE SODIO. (Osmolality and
mechanisms of epithelial sodium transport).

Gazit{a, S. y Carrasco, S. Departamento de Ciencias
Fisioldgicas. Universidad de Concepcibn.

Nosotros hemos sostenido que la célula gpite]ia\ se re-
cupera de la cafda del transporte de Na™ en hiperosmola
1idad recurriendo a la activacibn del transportador Na-
K-2CI y al aumento de la conductancia basolateral de K*.
En piel de sapo montada en cimara con perfusidn conti~
nua del lado interno, la corriente de cortocircuite
(CCC) cay8 mostrando cinBtica de saturacidn cuando se
agregb manitol a la solucidn isot8nica del lado interno
{en dosis crecientes hasta obtener 280 mM); la cafda de
CCC aumentS al adicionar BaCl2 (3mM) al lado interno y
se hizo mixima al agregar amilorida (10-6 M) al lado ex
terno: en hiperosmolalidad hay bloqueo parcial de ambas
conductancias apical de Na* y basolateral de K*. Mis
alin, el efecto de la amilorida fue un 40% inferigr ala
suma de los efectos separados de manitol y de Ba¢*, Con
menor concentracifn de manitol (70mM), CCC se recuperS
espontineamente en un 60%; antes de que se iniciara la
recuperacifn, el manitol se reemplazd por urea obtenién
dose 100% de recuperacifn, efecto que fue bloqueado por
BaZ* en un 70%: durante la recuperacién de volumen, el
alza del transporte de Nat ocurre en su mayor garte por
un aumento de la conductancia basolateral de K', La
cafda parcial de la conductancia de Na*, a pesar de 1a
concentracifn saturante de man1t01¥sugiere la existen-
cia de dos grupos de canales de Na™: uno regulatorio de
volumen y otro no regulatorio,

Proyecto Direccidn de Investigacifn. U. de Concepcibn
20,33.46,
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PERMEABILIDAD AL Rb DEL EPITELIO SINCICIAL DEL
PROTOESCOLEX DE Echinococcus granulosus (Rb
permeability of the syncytial epithelium of
Echinococcus granulosus protoscolex). Trecu, T.,
Batelli, M. y Reisin, I. Departamento de Biofisica,
Fundacién CIMAE y Citedra de Quimica Gral. e Inorg.
Fac. de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos
Aires, Junin 958, {1006) Buenos Aires, Argentina.

8e estudié el efecto del bario (Ba) y de la

caribdotoxina (CTX) sobre la permeabilidad al Rb del
epitelio zincicial del tegumento del protoescélex (PE)
del Echinococcus granulosus. Para eso se midieron
jlos flujos de entrada de Rb (Jin) por la incorporacisdn
de (86)Rb y los potenciales eléctricos de membrana,
por empalamiento con microelectrodos. La técnica de
incorporacién de (86)Rb utilizada consiste en mexclar
50 ul de una suspensién de PE con 200 pl de solucién
Ringer-Krebs con el trazador e incubarla a 37 °C
durante tiempos de carga entre 2 y 120 s. Finalizada
la carga, se vuelca la suspensién en un sistema de
filtracién por vacio (filtro de 0,65 ym) y el filtro
se lava rapidamente con 6 ml de solucién de sacarosa
isosmolar. La actividad del {86)RD se determina en el
filtro. Los Jin se obtienen de la pendiente de los
griticos del (86)RD incorporado contra tiempo y sze
normalizan por peso seco de PE. El Jin fué de 71,1 £+ 9
umoles Rb / g seco h (15) para PE controles. La
ouabaina (0,4 mM) bloquea el 31 X del Jin control. Del
59 a 62 % del Jin ouabaino-insensible es inhibido por
el Ba (5 mM) 0 Ba + CTX (5 mM y & nM, respectivamente)
mientras que la CTX (& nM) bloquea e] &8 X del Jin
ouabaino-insensible. Se calculé que la permeabilidad
para el Bb es de 13 nm/s; el Ba o ia CTX desciende ese
vajor a 6 y T nm/s, respectivamente.

Subsidio PID 302230085, CONICET de la Rep. Argentina.

CARACTERIZACION INICIAL DE UN MODELO EXPERIMENTAL PARA
DETERMINAR TRANSPORTE MEMBRANOSO DE HIERRO. (Initial
cha;acter:zation of an §xper1menta1 model to determine
membrane iron transport). Escobar, A., Ahumada, A.,Lanau
X. y Ndfiez, M.T. Departamento de ﬁ?olagla, FacuTtad de ’

TiencTas, {infversidad de Chile.

Durante el proceso de incorporacién celular, el hierro
es transportado a través de la membrana antes de acceder
al citoplasma. En este trabajo definimos algunas caracte-
risticas de este proceso utilizando como modelo experimen
tal fantasmas sellados de reticulocitos de conejo.

Se prepararon fantasmas de reticulocitos por lisis hipo
ténica, centrifugacién diferencial y centrifugacién en
gradiente de sacarosa. Los fantasmas fueron sellados por
incubacidn en salino (pH 7,0) en presencia de 1 mM MgS0,.
E1 sellamiento se comprobS midiendo 1a permeabilidad de
albimina de bovino marcada con 1251 y la accesibilidad de
la gliceraldehfdo 3-P-deshidrogenasa. Los fantasmas sella
dos fueron examinados por microscopfa de luz y electréni-
ca de barrido.

Se determind la capacidad de los fantasmas para incorpo
rar Fe2* ofrecido como un complejo de 59Fe-ascorbato (1:
20, mol/mol}. E1 sistema incorpord hierro con Ky de 5 y
200 uM para Fe?t y Fe3* respectivamente. La incorporacién
de Fe2* mostrs cindtica de saturacién siendo los puntos
experimentales ajustados por una ecuacibfn que define dos
sistemas con cinéticas de primer orden. E1 sistema de
transporte mostrS dependencia a la temperatura con un pun
to de quiebre a los 18°C tanto para el proceso de entrada
como de salida de Fe2*, Cinéticas de salida de 5%Fe2* en
presencia de 56Fe2* externo indicaron que la vfa de paso
puede ser un transportador. Experimentos de competencia
con otros metales indicaron que 12 acumulacién de 5%Fe2*
en fantasmas fue inhibida por Cu?¥, In2%, Cd2* y Mn2t,

Concluimos que existe un sistema de transporte de hie-
rro asociado a membrana con preferencia por Fe* que po-
drfa ser utilizado por otros metales traza.

Financiado por FONDECYT 1003-88 y D.T.I. U. de Chile.
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ATPasas

FUSION ENTRE SINAPTOSOMAS Y LIPOSOMAS DE PS.
ALTERACION DE LA ACTIVIDAD DE Na+,K+—ATPasa.
(Fusion between gyn ptosomes and PS liposomes.
Alteration of Na ,K -ATPase activity}. Bernlkl
D., Rivas, E. y Rodriguez de Lores Arnaiz, G.
Instituto de Biologia Celular, Facultad de Me-
dicina, Universidad de Buenos Aires.

Fracciones sinaptosomales aisladas de corte-
za cerebral de rata fueron incubadas en ausen-
cia y presencia de liposomas de fosfatidilse-
rina (PS). La centrifugacién en gradientes dis-
continuos de sacarosa de los sinaptosomas tra-
tados con PS mostrd nuevas bandas a menores
densidades de flotacién. En dichas bandas se
observé un incremento en la relacidn fésforo
lipidico/proteina junto con una incorporacidn
masiva de PS y una disminucién preferencial de
la fosfatidilcolina (PC) de las membranas.

El proceso de fusién fue confirmado mediante
estudios del "self-quenching" de fluorescencia
de la sonda octadecilrodamina B (R18).

La disminucién del quenching en las bandas
del gradiente de los sinaptosomas tratados con
PS, ademds de los andlisis bioquimicos, indican
que en las condiciones empleadas se produce fu-
sidn entre sinaptosomas y liposomas.

Se analizd la xnflugnc a de este proceso en
la actividad de la Na ,K -ATPasa. La incubacién
produce un aumento significativo de la activi-
dad enzimdtica de un 30 a 50% segin la fraccidn
sinaptosomal.

Se comienza a estudiar los distintos factores
que podrian intervenir en el proceso de fusidn.
El efecto de quelantes, de las proteinas de
membrana, y de otros pardmetros fisicoquimicos
tales como la presién osmética, podrian influir
en este proceso.

LA TOSFORILACION DE LA SR-ATPasa POR Metal-ATP Y Metal-
Pi ES CONDUCIDA POR CATIONES. (Phosphotylatlon of SR~
ATPase by Metal-ATP and Metal-Pi is driven by cations).
J.J. Lacapere + B. Trinnamant, N. M. Green+ F. Gui-
1lain”, E. WMintz* y G.L. Alonso!. (*) Biophysique, CEN
SACLAY, FRANCIA; (+) Prot. Struc., NIMR, LONDON, INGLA-
TERRA; (#) Biofisica, Odontologia UBA, Buenos Aires, AR-
GENTINA.

El transporte de calcio por la ATPasa del reticulo
sarcopldsmico (RS) se realiza a expensas de la energia
de hidrdlisis de Mg°ATP. Es posible sustituir magnesio
por otros cationes; se ha medido actividad ATPdsica u-
tilizando varios complejos Metal:ATP como sustratos. El
clo de la ATPasa es reversible y la fosforilacién de la
enzima por Mg-Pi es el paso inicial de la reaccidn de
sintesis de ATP., Recientemente ha sido demostrado que
otros complejos Metal-ATP pueden dar lugar a la forma-
cidn de fosfoenzimas covalentes, e inclusive a la sin-
tesis de ATP.

En este trabajo mostramos que la velocidad de forma-
¢idn de la fosfoenzima covalente depende del catidn
presente como cosustrato. Entre varios cationes utili-
zados, el cromo, que forma un complejo covalente con el
ATP, presenta caracteristicas particulares: La ATPasa
es fosforilada por Cr-ATP; la fosfoenzima es extremada-
mente estable; su formacidn no requiere la presencia de
calcio en el sitio de tramsporte. ADP, que es usualmen-
te liberado luego de la formacidn de la fosfoenzima co-
valente, permanece unido a la enzima, probablemente a
través de su unidn con_el cromo. La presencia simultd-
nea de otro catidn, Mg<" por ejemplo, acelera la forma-
cidn de la fosfoenzima covalente.

Se discuten la funcidn y el nimero de cationes que
interaccionan con el sitio catalitico.

INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE LA ATPasa DE Na
POR HIDROPEROXIDOS DE LAS CADENAS DE ACIDOS
GRASOS DE MEMBRANAS DE RINON DE RATAS
(inhibition of the Na-ATPase activity by fatty acid chain
hydroperoxides of membranes from rat  kidney).
Rodriguez. A, Proverblo, T. y Marin, R~ Centro de
Blofisica y  Bioquimica, Instituto  Venezolano  de
Investigaciones  Clentfficas  (IViC), AP. 21827, Caracas
1020A (Venezusla). (Patrocinio: A.Cl. Lopes)

La Inhibicibn de las actividades de enzimas de membrana
por la peroxidacion de los lipidos es un tema que ha sido
ampliaments investigado, ya que pudiera explicar muchos
procesos degenerativos como el envejecimiento celular,
En el presente trabajo se estudié el efecto de la
generacién de hidroperdxidos de las cadenas de 4cidos
grasos de membranas plasméticas laterobasales de coreza
renal de ratas, sobre la actividad de una enzima asoclada
a la regulacién del volumen celular: la ATPasa de Na.
Los hidroperéxidos fueron generados a través de un
tratamiento de las membranas con luz UV, a una longitud
de onda de 254 nm, a una distancia ldmpara-membrana de
4 cm. y a una temperatura de 4°C, por diferentes tiempos
de incubacién. Los niveles de hidroperdxidos se
determinaron mediante el ensayo de &cido tiobarbitirico
(TBA) y mediante la extraccién lipidica y determinacion
de dienos y trienos conjugacios. Se encontré6 que al
incrementarse los niveles de compuestos reactivos con
TBA de 3.75 + 029 a 10.89 x 1.26 nmoles MDA/mg prot.
y de dienos conjugados de 163 * 010 a 225 x 0.18
nmoles/mg lipidos y trienos conjugados de 1.30 = 034 a
236 * 020 nmoles/mg lipidos, la actividad ATPésica de
Na se inhibe en un 100%. S| el incremento en los niveles

de hidroperéxidos es bloqueado mediarte el uso de
*eliminadores® de radicales libres como la tiourea, Ia
actividad de la ATPasa de Na no se pierde. La inhibicién

ocasionada por los hidroperdxidos no es debida a un
camblo en los pardmetros cinéticos de la enzima.
Andlisis de la curva de Arrhenius sugieren que la
inhibicién de la actividad enzimética es debida a wuna
disminucion en la fluidez de membrana.

REACTIVIDAD DIFERENCIAL DE RESIDUOS DE LISINA ENTRE LAS
CONFORMACIONES E1 Y E2 DE LA BOMBA DE CALCIO DE MEM-
BRANA DE ERITROCITOS. (Differential reactivity of
lysine residues between E1 and Ez conformers of red
cell membrane Ca2+ pump). Domnet. C., Caride, A.J.,
Femandez, HN. v Bossi, J. P F.C. Instituto de Quimica
y Fisicoquimica Biolégicazs (UBA-CONICET). Facultad de
Fanncia y Bioquimica. Universidad de Buenos Aires.

El metilacetimidato (MA) reacciona especificamente con
grupos amino primarios, tales como los €-Miz de las
lisinas. El presents trabajo determina el efecto de la
modificacién de residuos de lisina con MA scbre la
bomba de Ca2+ de membrana plasmética. Se incubd una
suspensién de membranas de eritrocitos libres de cal-
modulina (CaM) con MA, en buffer bicina pH 8.30, y se
demostrd que dicho tratamiento produce inhibicidn par-
cial de la actividad Ca2+-ATPAsica medida en ausencia o
en presencia de CaM, la cual no se debe a la alteracién
de la afinidad por CaM, ni a la variacién de la
afinidad por el ATP. LapnmiadeSnﬂATPodeSO uM
VQp- (que estabiliza a la enzima como E2-VQg-), durante
el tratamiento con MA, previno la inhibicion de la ac-
tividad en ausencia de Call. Es conocido que la prein-
cubacién de membranas con Ca3* o la remocién del sitio
para CaM son tratamientos que estabilizan la enzima en
conformacion Ei, mientras que la incubacién en un medio
sin Ca2+ y Mg3+ la estabiliza en E2. Se determind el
curso taemporal de la inhibicién por MA de la Ca2+-
ATPasa llevada a conformacién Ei y a conformacion Ez, y
se observd que la enzima en Ei1 se inhibe con una
velocidad veinte veces mayor que la enzima en E2. Se
comprobd ademés que, en condiciones en que coexisten Ei
y E2, se obtieme una cinética de inhibicién biféasica,
pudiéndose calcular el porcentaje de la enzima en cada
una de las conformaciones. Estos resultados indican que
existe una reactividad diferencial de los conférmeros
Ei1 y E2 al MA, lo cual puede ser utilizado como her-
ramienta para el estudio de la accién de diferentes
ligandos sobre el equilibrio conformacional Ei1-E2 en la
bomba de Ca2+.
Con subsidios de UBA, CONICET, TWAS y ANTORCHAS.
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EL SITIO DE ONION PARA LA CAIMIDULINA OOMO INHIBIDOR
ENDOGEND IE LA ACTIVIDAD POGIFATASICA DE LA BOMBA IE
Ca2+ DE ERTTROCITOS HOMANOS. (The calmodulin-binding
site as an endogenous inhibitor of the phosphatase
activity of the Ca2+-pump of human erythrocytes)
A.J.Caride, J.T.Peoniston, and JP.E.C.BRossi In-
stituto de Quimica y Fisicoquimica Biolégicas (UBA-
CONICET) Buenos Aires 1113, ARGENTINA y Mayo Clinic,
Rochester MN. 55905, USA.

La proteblisis de la bomba de Ca2+ con quimotrip-
sina, elimina la regién C teminal, regién que cor-
responde al sitio de unién de la calmodulina a la
enzima (James et al (1988) J.Biol.Chem. 263, 2805).
Este tratamiento produce un aumento de la afinidad
aparente para el Ca2+ y de la Vmax de la actividad
ATPésica de la bomba. Ea presencia de Ca2+ y ATP, o
del complejo Ca2+-calmodulina, la bomba de Ca2+ ex-
presa una actividad p-nitrofenil fosfatésica (Rossi
et al (19868) B.B.Acta 858, 21). Hemos comprobado que
el tratamiento de membranas aisladas de eritrocitos
con quimotripsina, activa la fosfatasa eliminando
los requerimientos de ATP, Ca2+ y Ca2+-calmodulina.
Por otra parte un péptido sintético disefiado
siguiendo la secuencia del sitio de unién de la cal-
modulina (C20), inhibié completamente (Ki=20 uM) la
actividad fosfatésica generada por el tratamiento
con quimotripsina, pero no afectd la actividad
estimilada por Ca2+ y ATP en la enzima intacta. En
ausencia de ATP, la inhibicidn por el péptido C20 es
no competitiva con respecto zl Ca2+ mientras que en
presencia de 2 mM ATP, el (a2+ antagoniza la in-
hibicién. Estos resultados sugieren que el sitio
para la calmodulina es un inhibidor endbgeno de la
actividad fosfatasica y permiten proponer un
mecanismo para la hidrSlisis del p-nitrofenil fos-
fato por la bomba de Ca2+.

Con subsidios de ANTORCHAS, (CONICET, TWAS y UBA.

ACTIVIDAD FOSFATASA DE LA Na,K-ATPasa, FOSFORILACION EN
ESTADO ESTACIONARIO, CONFORMACIONES DE LA ENZIMA E INTER
CAMBIO K~K. (Phosphatase activity, steady state E-P,
enzyme conformations and K-K exchange). Berberidn, G. y
Beaugé, L., Instituto M. y M. Ferreyra, Cdrdoba, Argen-
tina.

En liposomas con Na,K-ATPasa incorporada, la[E-P}por Pi
no se afectd por K-cit, o Na-ext., se redujo un 50% por
K-ext., y fué inexistente en presencia de Na-cit. La
fosforilacién por AcP se incrementd 30X por K o Na-cit;
en esas condiciones K-ext. redujo en un 50% (E-P) pero no
afectd el E-P formado sin Na~ y K-cit. En ausencia de
Mg (y de actividad fosfatasa) pNPP estimuld levemente el
intercambio K-K pero AcP no tuvo efecto. En presencia de
Mg (marcada actividad fosfatasa) AcP no afectd el inter-
cambio K-K mientras pNPP produjo una estimulacidn mayor
que sin Mg. La adicién de 1 mM ADP redujo en un 30% la
actividad AcPasa e incrementd el intercambio K-K a los
niveles observados con 10 mM Pi. Con 3 mM Mg, la capta-
cién neta de K no fuf afectada por AcP o pNPP y fué in-
hibida por Pi + ADP. Con 0.05 mM Mg, Pi produjo un pe-
queiio incremento, no hubo cambios con AcP y escasa inhi-
bicifn con pNPP. En fragmentos de membrana, los cambios
de fluorescencia de la enzima marcada con FITC indicaron
que E-P a partir de Pi corresponde a la forma E2; a par-
tir de AcP, a E2 en presencia de Na o K y a El en ausen-
cia de ambos; con pNPP y Mg la seflal fué tipo El sin Na
¥y K o con Na solamente y E2 en presencia de K. Estos re-
sultados sugieren que la fosforilacién por Pi y la acti-
vidad fosfatasa de la Na,K-ATPasa poseen pasos diferen-
tes y que el intercambio K-K en presencia de actividad
fosfatasa depende de la existencia de E-P pero no de

los eventos bioquimicos de esa reaccibn.
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DEMOSTRACION DIRECTA DE UNA FOSFOENZIMA ACIDO-LABIL EN
EL CICLO DE LA Ca-ATPasa DEL RETICULO SARCOPLASMICO.

(Direct demonstration of an acid-labile phosphoenzyme
in the cycle of the sarcoplasmic reticulum Ca-ATPase).
Alonso, G. L., Takara, D. y Gonzdlez, D. A, Citedra de

Biofisica, Facultad de Odontologia, Universidad de Bue-
nos Aires.

La Ca-ATPasa del reticulo sarcopldsmico (RS) puede
fosforilarse con fdsforo inorginico (Pi) como sustrato,
en ausencia de Calt, segin el siguiente esquema:

E + Piel s EPie—PeEP + HO

La unidn E-P es covalente y icido estable; la unidn E-Pi
eszno covalente y dcido 1dbil. La reaccidn depende de
Mg2t.

Fragmentos de RS depositados sobre filtros Millipore
fueron perfundidos a flujo constante con dos soluciones
sucesivas, ambas libres de Ca?t y conteniendo dimetil-
sulféxido (DMSO) 40% ademis de otros reactantes. Se ana-
lizaron las muestras efluentes: Perfundiendo sucesiva-~
mente soluciones sin y con Pi(32P), se detecta retencidn
de 32p solo en presencia de Mg2+, indicando formacién de
las fosfoenzimas (E‘Pi y E~P). Perfundiendo las fosfoen-
zimas con &cido tricloroac&tico 5%, se libera 2p, indi-
cando la cantidad de fosfoenzima &dcido 18bil (E'Pi) en
equilibrio con la fosfoenzima &cido estable y los reac-
tantes libres, La fosfoenzima 4dcido estable fue evalua-
da luego del lavado exhaustivo del filtro com &cido y Pi
frio. Utilizando Pi 20 uM, las cantidades de E'Pi y E-P
detectadas fueron, respectivamente, 0.72 ¥ 0.12 y 1.48
+ 0,10 (ES, n=5) nMoles/mg de proteina.

Los resultados indican: (1) El m@todo permite la eva-
luacidn del intermediario fosforilado dcido labil en el
ciclo de la Ca-ATPasa del RS. K., = kp/k_j, es aproxi-
madamente igual a 2.0. (2) Los resultados apoyan la hi-
potesis de que el sustrato de la reaccidn, en presencia
de DMSO, es el complejo Mg-Pi, dado que Mgz+ es necesa-
rio en la etapa 'l' de la reaccidn.

KFECTOS DE IMHIBIDOBKS DE [A ACTIVIDAD Ca2+-ATPasa
DORANTE LA GLOCOSILACION DE MEMBBANAS DE RRTYROCTICS
HOMANOS. (Effects of Ca2+-ATPase inhibitors during
the glycation of human erythrocyte membranes)

GonzAlez Flecha F.L., Gagliardino J.J., y Rossi
J.P.E.C. Instituto de Quimica y Fisicoquimica
Biolégicas (UBA-CONICET) y Centro de Endocrinologia
Experimental y Aplicada (UNLP-CONICET) - ARGENTINA.

Hemos demostrado (Diabetes 39:707-711,1990) que la
actividad Ca2+-ATPasa de membrana de eritrocitos
huranos disminmiyye al incubarse membranas libres de
calmodulina en presencia de elevadas concentraciones
de glucosa o de glucosa-6-fosfato durante 1 hora a
37°C. Este efecto responde a modificaciones en las
condiciones de incubacién de manera compatible con
la hipétesis de glucosilaciin no enzimética. En el
presente estudio se ensaydé el efecto de la in-
cubacién de membranas con 100 mM glucosa o glucosa-
6-fosfato en presencia simulitémea de inhibidores de
la Ca2+-ATPasa. Luego de dicha incubacién las mem-
branas fueron lavadas exhaustivamente de manera de
eliminar completamsnte estas sustancias. Los con-
troles contenian las mismas drogas en presencia de
100 mM de manitol. Los resultados obtenidos
mestran que: i) La presencia de inhibidores de la
Ca2+-ATPasa como 50 pM LaCls o 100 uM NH4VOs poten-
cian significativamente la inhibicién de la enzima;
1i) este efecto es independiente del azucar
utilizado durante la incubacidn; iii) la presencia
de 100 ug/ml del compuesto 48/80 (inhibidor de la
calmodulina) no modifica significativamente el
efecto de los azicares reductores. Estos resultados
sugieren que durante la glucosilacién de las mem-
branas se modifican las propiedades de la
Caz+-ATPasa por un efecto directo sobre la enzima.

Con subsidios de F.ANTORCHAS, CONICET, TWAS y UBA.
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CARACTERIZACION DE LA FOSFORILACION DE LA Na,K-ATPasa
POR ALTAS CONCENTRACIONES DE ATP.(Characterization of
the phosphorylation of the Na,K-ATPase by high con-
centrations of ATP). Peluffo, RD., Garrahan, P.J vy
Rega, A.F. Instituto de Quimica y Fisicoquimica Bio-
légicas (UBA-CONICET).

En una commicacién previa (Sociedad Argentina de Bio-
fisica, 1989) demostramos, utilizando un equipo de
flujo detenido, que en medios sin K* y con 500 uM ATP
la fosforilacién de la Na,K-ATPasa es mucho mis répida
y alcanza un valor dos a tres veces superior a la fos-
forilacién con 10 pM ATP. El fendmeno es transitorio
va que el nivel de fosforilacién decae hasta alcanzar
el mismo nivel estacionario que con 10 uM ATP. Se con-
tinué la caracterizacién de este fendmeno, comproban-
dose que: (a) la fosforilacién es bloqueada totalmente
por la ouabaina, (b) el fenémeno se observa en ausen-
cia de Ra* si el medic contiene imidazol-HCl y requie-
re Nat si el imidazol se reemplaza por Tris-HCl, (c)
la fosfoproteina obtenida es rapidamente hidrolizada
en medios con hidroxilamina, (d) toda la fosfoproteina
obtenida en medios con 500 ATP tiene la misma movi-
lidad electroforética que obtenida en medios con
10 uM ATP. Los resultados sugieren que la fosforila-
cién extra de la Na,K-ATPasa observada en medios con
500 uM ATP es causada por la formacién de fosfoenzima
de la ATPasa. Esto sugiere que la ATPasa tiene mds
sitios fosforilables que los que se expresan a 10 uM
ATP y que el nucledtido ejerce un efecto de baja afi-
nidad en ausencia de K*. El fenémeno observado podria
deberse a la fosforilacién de una clase distinta de
sitios o a un efecto de baja afinidad del ATP, que in-
duce un aummento transitorio en la disponibilidad de
los mismos sitios que se fosforilan en medios con
10 uM ATP.

Con subsidios de UBA y CONICET.

RESUMENES

Canales Ionicos

GRUPOS AMINO PRIMARIOS Y LA SECUENCIA PROBABLE
DEL SITIO DE UNION DE TETRODOTOXINA EN EL CANAL
DE SODIO (Primary amino groups and the probable
sequence for the tetrodotoxin binding site in
the sodium channel) Liberona, J.L. y Jaimovich,
E. Departamento de Fisiologia y Biofisica, Fac.
de Medicina, U. de Chile y C.E.C.S.

La modificacién de grupos amino primarios
(lisinas) en la membrana plasmatica de misculo
esquelético de anfibio inhibe la unién de
tetrodotoxina (TTX) y sus derivados e inhibe,
en forma especifica e irrevertible la corriente
de sodio. El efecto sobre la unién de TTX se
obtiene con diversos modificadores quimicos
(TNBS, fluorescamina) y puede ser protegido por
TTX.

Se encuentra disponible 1la secuencia
primaria de aminoicidos obtenidas de cDNA para
7 canales de sodio diferentes de distintas
especies y tejidos, encontrandose una alta
proporcién de analogia entre ellas. Cinco de
estos canales (de cerebro, misculo esquelético
y 6égano eléctrico) tienen alta afinidad por TTX
y dos (misculo denervado y corazon) tienen baja
afinidad.

Consideramos los siguientes criterios:
a)La secuencia del receptor de TTX debe estar
altamente conservada en los canales sensibles
y ausente en los insensibles. b) Debe estar
localizada en un segmento ubicado en la cara
externa de la membrana y ¢) Debe contener una
o mas lisinas. Se detectan dos secuencias,
entre los segmentos 5 y 6 de los dominios II y
IV que coinciden con regiones propuestas como
receptor en base a mutaciones puntuales. Este
andlisis sugiere que las lisinas identificadas
forman parte del receptor de TTX.

Financiado por NIH GM35981, FONDECYT 972 y
MDA.

MECANISMO DE ACCION DE IBEROTOXINA: UN BLOQUEADOR
ESPECIFICO DE CANALES DE K* ACTICADOS POR Ca?*. (iberotoxin
blockade In Ca?*-activated K* channels). Sebastian Candia, Maria
Luisa Garcla y Ramén Latorre, Centro de Estudios Clentificos de
Santiago, Merck Institute for Therapsutic Research y Departamento de
Biologfa, Facultad de Cienclas, Universidad de Chile, Santiago, Chile.

Iberotoxina (IbTX) es una toxina peptidica que ha sido puriticada
recientemente del veneno del escorpién Buthus tamulus. La toxina tiene
un paso molecular de 4,3 kDa y muestra un afto grado de homologfa
con otras toxinas que inhiben canales de potasio. En particular, IbTX
tiene una gran homologia con la carlbdotoxina (CTX) una toxina que
bloquea en el intervalo nanomolar de concentracién a canales de K*
activados por Ca®* (K(Ca)). Iberotoxina bloquea con una especificidad
mucho més alta que CTX los canales K(Ca) y por lo tanto es importante
elucidar su modo de accién. Esto se ha llevado a cabo estudiando el
efecto de la 1bTX sobre canales K(Ca) de musculo Incorporados en
bicapas planas de lipidos por el método de fusién.  Iberotoxina a
concentraciones nanomolares agregada al medio extemo es capaz de
induclr un estado cerrado en el canat K(Ca) con una duracién de varios
minutos. Estos perfodos en que el canal permanece inactivo estan
separados por estalidos de actividad. Los largos periodos de
inactividad pueden ser interpretados como perlodos en que la toxina
impide el paso de comiente a través del canal. A medida que la
concentracién de toxina aumentada la duracién de los periodos de
actividad se acorta. Los tiempos de duraclén de los perfodos activos y
bloqueados se distribuyen exponencialmente en el tiempo.  Se
encontrd que el reciproco de los tiempos medios de los periodos
activos depende lineaimente, en tanto que el tiempo promedio de los
periodos bloqueados es Independiente de la concentracién de IbTX.
Estos resultados pueden ser interpretados sobre la base de un simpie
modelo de dos estado del tipo: activo + IbTX «> bloqueado con
constantes de rapidez k__ para la reaccién de bloqueo y k o gara la
disociacién de la toxina del canal. Se encontrd un Ko = 4,4x10° Mgt
yunk,, = 0,0049 s (K, = 0,89 nM) lo que indica una alta afinidad de
la toxina por el canal K(aa). El tetraetilamonio comphte con 1a IbTX. Ya
que el TEA bloquea el canal K(Ca) ubicéndose en la boca externa del,
canal, es probable que el sitio de unién de la IbTX se encuentre en el
mismo lugar. Financiado por FONDECYT y NIH.
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FFECTO DE LA DESNERVACION SOBRE EL CANAL DE
K-Ca ACTIVADO (BK) EN MUSCULO ESRUELETICO.
(Effect of denervation on K-Ca activated
channel (BE) in skeletal muscle). Biali.F, I,
Escobar,fA.L..M, Schinder,A.F, Nicola Siri,L.C
v Uchitel 8.D. Instituto de Bialogia Celular,
Facultad de Medicina, Universidad de Buenos
Aires.

Con el fin de estudiar el efecto de la
desnervacidn sobre las propiedades del canal
de Patasio activado por Calcio en musculo
esquelético de mami fero se procedio a la
secciodn del nervio ciatico (8-10 mm) y la
posterior diseccién del misculc EDL. El
estudio de los canales fue realizado en
vesiculas membranosas obtenidas por traccion
mecanica de los mismos (Stein y Palade,
1989). Los misculos contralaterales fueron
usadas como controles.

Se utilizd la técnica de patch-clamp en
configuracidn inside-out siendo la solucidn
tanto del bafMo como de la pipeta 140 mM KC1,
S mM MOPS (PH 7.2) vy S o 14 pM Ca.

El estudio de la conductancia del canal no
arrojo diferencias sjgnificativas siendo de
266+30 pS para musculaos normales y 25840 pS
para misculos desnervados.

lLas probabilidades de canal abierto
encontradas a 5 y 14 pM (Ca tanto para
misculos normales como para desnervados no
presentan diferencias respecto de los
resultados obtenidaos por Barret y cel. en
cultivo de miotubos. Se comprobo la
independencia de los canales ajustandose los
histogramas de amplitudes a una distribucicn
binomial.

La probabilidad de aparicidn del canal (BK)
en los sellos obtenidos respecto del total de
canales observadas fue mas frequente en las
misculos normales (0.7 n:43) respecto de los
desnervados (0.27 n:30).

CAMBIOS EN LAS PROPIEDADES DEL CANAL DEL

RECEPTOR NICOTINICO OBSERVADOS DURANTE
MODIFICACIONES QUIMICAS DE GRUPOS TIOLES
(Changes in channel properties of acetylcholine receptors
during the time courie of thiol chemical modifications). Bouzat,
1, Barrantes, FI/ i EL% Ynstituto de Inves-
igaciones Bioquimicas, CONICET/Univ. Nac. Sur, Argentina y
"Departamento de Fisiologia, Universidad de Yale, Estados
Unidos.

La influencia de los grupos tioles sobre la funcién del receptor
colinérgico nicotinico (AChR) de células clonales musculares
BC3H-1 fue evaluada utilizando la técnica de patch-clamp en la
configuracién "cell-attached”. El tratamiento con 1 6 S mM
ditiotreitol (DTT) o con 5 mM N-etilmaleimida (NEM) no
produce cambios en la conductancia ni en el tiempo medio de es-
tado abierto del canal. Sin embargo, la reduccién con DTT
seguida de alquilacién con NEM produce cambios en el AChR.
Bajo estas condiciones, los canales activados con 2uM acetilcolina
(ACh) muestran tiempos de estado abierto menores
(aproximadamente 15 veces menor) y una leve disminucién en la
corriente del canal dnico. Ambos cambios son dependientes del
tiempo de exposicidn y concentracion de NEM. La modificacién
quimica no afecta significativamente la frecuencia de apertura
del canal. Cuando el AChR reducido y alquilado es activado con
100uM ACh, se observan episodios de aperturas separados por
periodos silentes de aproximadamente 1 s. La probabilidad de
encontrar al canal abierto, calculada para aperturas dentro de un
mismo episodio, disminuye alrededor de 10 veces en relacin a
canales no modificados. Las observaciones a altas con-
centraciones de ACh demuestran que el AChR reducido y
alquilado es capaz de sufrir desensibilizacién, aunque con carac-
teristicas diferentes del AChR nativo.
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INCORPORACION DE CANALES IONICOS DE BACTERIAS GRAM
POSITIVO EN BICAPAS PLANAS DE FOSFOLIPIDOS. (Incorporation of
lonic channels from Gram-positive bacterla into planar- phospholipid
bllayers). Alcayaga C., Carrasco A. y Wolff D. Departamentos de
Biologia y Clenclas Ecolégicas, Facultad de Clencias, Universidad de
Chile.

Estudios electrofisioidgicos y bioquimicos han demostrado la presencia
de canales I6nicos en todas las células de organismos eucariontes de
diferentes phyla, o0 que sugiere un origen evolutivo comiin de estas
proteinas. Aunque no existen estudios en los que se haya realizado
una caracterizacion de los canales iénicos de membranas plasméticas
de bacterias, es posible que éstos se encuentren ya presentes en
estos procariontes.

En este trabajo describimos la preparacién de una fraccién de
vesiculas de membrana plasmética de ia bacteria Bacillus subtilis cepa
181 y su incorporacién en bicapas planas de fosfolipidos.

Las vesiculas se prepararon por lisis en medio hiposmético de
protoplastos obtenidos por digestion, con fisozima en un madio
hiperosmético, de la pared celutar de un cultivo bacteriano crecldo
hasta la fase exponencial tardia. Las vesicuias se purificaron en un
gradiente discontinuo de y el enriqu ito de la fracclén
de membrana celular se sigulé por medicién de la actividad de la
enzima succinato deshidrogenasa.

Resultados preliminares muestran fa incorporacién a la bicapa de
diversos canales iénicos provenientes de la fraccion enriquecida en
membrana celular de Bacillus subtilis. Entre los més frecuentes, hemos
Identificado un canal levemente catiénico, con una razén de
permeabiiidades P, /P, = 1,6 y que en soluciones simétricas de KCi
(300/300 mM) tiene una conductancia de aproximadamente 320 pS.
Tamblén hemos observado un canal selectivo a catlones cuya
conductancia es de alrededor de 180 pS en KC 300/300 mM. Ambos
canales presentan sub-estados de menor conductancla y no muestran
una clara dependencia del potencial eléctrico.

Financlado por proyecto FONDECYT 1111/80.

ACTIVACION POR AMPc DE UN CANAL CELULAR DE CLORURO EN
PIEL AISLADA DE SAPO., (Activation by cAMP of a cellular
chloride channel in the isolated toad skin). Castillo G.
Coviello A. y Orce G. Depto. Fisiologia, INSIBIO (UNT/
CONICET), C. de correo 38, 4000 Tucuman, Argentina.

La teofilina (alkilxantina que aumenta la concentra-
cidn intracelular de AMPc) causa en la piel aislada del
Sapo Bufo arenarwn un aumento del transporte transepite-
lial de sodio, medido por la corriente de cortocircuito
{CCC). En ausencia de C1- la conductancia transcelular
(G) aumenta también en forma proporcional a la CCC. En
presencia de Cl-, en cambio, el aumento de G es despro-
porcionadamente alto, demostrdndose la existencia de un
componente de la G independiente de Ta CCC y dependiente
del C1-. Segln evidencias previas de nuestro laborato-
rio, dicho componente de G tiene localizacidn principal-
mente celular. En piel tratada con teofilina en ausencia
de C1- y luego expuesta a concentraciones crecientes de
C1- se producen aumentos de G s6lo cuando el C1- en con-
tacto con la cara epidérmica (pero no dérmica) alcanza
una concentracion de 5 mEq/1 o mayor. La exposicidn de
1a piel al dinitrofenol (DNP, desacoplador de la fosfo-
rilacidén oxidativa) previene o revierte los cambios in-
ducidos por la teofilina, 1o que interpretamos como una
inhibicion del canal de C1- por la droga. En contraste,
el efecto del dibutiril AMPc no es modificado por el
DNP. Estos resultados indican que la apertura del canal
de C1- activado por AMPc requiere de una concentracidn
umbral de C1- en el bafio epidérmico (sugiriendo que el
sensor se encuentra localizado en la membrana apical), y
sugieren también que el efecto inhibidor del DNP se rea-
liza en una etapa previa al sitio de accion del AMPc.
Estos resultados, sumados a la diferencia de velocidades
con que produce la inhibicidn de 1a CCC y de la G Tuego
de la exposicidn al DNP, sugieren que la inhibicidn de
la conductancia al C1- por el DNP se debe nrobablemente
mis a la inhibicion de la produccion de AMPc que al
agotamiento del ATP.
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EFECTO DE ODORANTES SOBRE LA RESPUESTA ELECTRICA DE
NEURONAS AISLADAS DE EPITELIO OLFATORIO DE VERTEBRADO.
(Effect of odorants on the electrical response of isolated vertebrate
oifactory neurons). Morales, B., Montesino, M., Labarca, P., Bacigalupo
J. Departamento de Biologia, Facultad de Clenclas, Universidad de
Chile y Centro de Estudios Cientfficos de Santiago.

Las neuronas offatorias de vertebrados responden a una gran
diversidad de agentes quimicos (odorantes) con un aumento en la
frecuencia de potenciales de accién (PA). Los mecanismos de
quimiotransduccién involucrados en esta respuesta son ain
desconocidos. Evidencias bioquimicas sugieren que aigunos odorantes
ejercen su accion a través de AMPc o dei IP,. Se estudi6 el efecto de
estos odorantes sobre la generacién de Plg en neuronas aisladas de
epitelio oltatorio de Caudiverbera caudiverbera.

Las neuronas fueron estimuladas con una mezcla de odorantes
(100 uM de cada uno) contenidos en una micropipeta localizada a 20-
80 um de la célula. El estimulo se aplicé mediante pulsos de presién.
Los potenciales de accidn se registraron usando la técnica de patch
clamp en configuracién de registro extracelular,

Un 60% de las neuronas que presentaban PA espontaneos
respondié con un aumento en la frecuencia de PA de manera dosis-
dependiente, en respuesta a una mezcla conteniendo odorantes que
estimulan la adenilato ciclasa (AC) y la fosfolipasa C (FC). Los
estimulos produjeron un tren de PA seguido de un periodo silente
producto de Ia adaptacién al estimulo. Este mismo patrén de respuesta
se observd con una mezcla conteniendo solamente odorantes que
estimulan la AC; sin embargo, las mismas células no respondieron a
una mezcla de odorantes que estimulan la FC. Con el propésito de
investigar posibles interacciones entre los mecanismos de
quimiotransduccién empleados por ambos grupos de odorantes, se
perfundi6é sucesivamente la camara con concentraciones nM de cada
uno de los odorantes presentes en ambas mezclas. Algunos de estos
odorantes reduleron tanto la actividad espontanea como la respuesta al
estimulo de la microplipeta, mientras que otros no tuvieron efecto.

Estos resultados: 1) muestran que los odorantes que estimulan la
AC producen una respuesta eléctrica, 2) sugieren que los odorantes
que estimulan la FC inhiben la actividad eléctrica y 3) Muestran que
ambos mecanismos de quimiotransduccién interfieren entre s,

Proyectos FONDECYT 90-1116y 88-1167.

VISUALIZACION MEDIANTE MICROSCOPIA CONFOCAL DE SENALES
DE CAZ* EN MIOCITOS CARDIACOS AISLADOS. (Visualization of Ca?*
signals by confocal microscopy in isolated cardiac myocytes). Santi C.
y Hernéndez-Cruz, A. Depto. de Biofisica, Fac. de Medicina,
Universidad de la Republica, Uruguay, y Dept. of Neurosciences, Roche
Institute of Molecular Biology, E.U.

Las variaciones de [Caz*] que resultan de la despolarizacion de las
células cardiacas resultan de: 1) Influjo de Ca?* por canales de calcio
vokaje-dependientes, 2) Liberacién de Ca®* del reticulo sarcoplasmico
y 3) Entrada de Ca* a través del intercambiador Na*/Ca®*. Aqui se
examina la contribucién por separado de c/u de estos mecanismosy se
estudia, a nivel subcelular, la distribucién espacial de Ca** durante la
generacion de estas variaciones. Utilizamos microscopia confocal por
barrido laser en combinacién con el indicador fluorescente fluo-3 para
obtener tanto imagenes digitales como registros analégicos de ias
variaciones de Ca‘‘ asocladas a la despolarizacién de miocltos
aislados del corazén de cobayos adultos. Encontramos que estas
variaciones no son uniformes, habiendo diferencias de hasta 4 veces
entre distintas regiones de la célula. Comparando las respuestas a alto
potaslo y cafeina (10 mM), encontramos que las segundas son
menores, mas rapidas, y se originan de forma localizada. En acuerdo
con la nocién prevalente del mecanismo de acoplamiento excitacion-
contraccion en este tejido, encontramos que la perfusion con 20 4M de
rayanodina (bloqueante especifico del canal del reticulo sarcoplésmico)
o 10 uM verapamil (bloqueante del canal de calcio del sarcolema)
disminuyeron ia magnitud de los transitorios de Ca®* enun 42 y 80%
respectivamente. La contribucién del intercambiador Na*/ca?*
operando en modo reverso es bastante modesta en condiciones
normales. Sin embargo ésta se vio incrementada signlificativaments en
presencia de ouabaina (30 uM) o al reducir la concentracién
extracelular de Na*, posiblemente por despiazamiento del potencial de
squilibrio del intercambiador hacia valores mas negativos. Finalmente,
nuestros resuttados no parecen apoyar la supuesta participacion de
canales de Na* TTX-sensibles en la liberacién de calcio del reticulo
sarcoplasmico.

RESUMENES

PARTICIPACION DE LA ADENILATO CICLASA DE CILIOS
QUIMIOSENSORES DE RAMA CHILENA CAUDIVERBERA
CAUDIVERBERA EN LA QUIMIOTRANSDUCCION OLFATORIA.
(Role of chemosensory cilia adenylate cyclase from the
chilean frog Caudiverbera caudiverbera n the olifacto
chemotransduction). hmidt, P. '¥ rio. Q.
Departamento de Biologia, Facutad de Ciencias,
Universidad de Chile. B . i
Los mecanismos de transduccion de la sefial offatoria estan
co esclarecidos. En los cilios olfatorios de rana chilena
emos encontrado una elevada actividad basal adenilato
ciclasa (0,2-1,5 nmol cAMP/min x mg proteina) estimulada
aproximadamente 2 veces por GTP y de 5 a 7 veces por
TPyS. Para establecer la participacion de las proteinas G
en la actividad adenilato ciclasa, realizamos estudios de
ADp-ribosilacién de los cilios offatorios en presencia de
«>“P-NAD] y toxina del clera. Se encontr6 como unico
sustrato de la toxina a una proteina de 42 KDa,
correspondiente a la subunidad Gsa , capaz de estimular a
la adenilato ciclasa. Asimismo, la ADP-ribosilacién por la
toxina Bordeteila pertussis reveld la presencia de dos
sustratos de la toxina de 41 Y 40 KDa, correspondientes a
las subunidades Gia y probablemente Goa, respectivamente.
Para establecer el ‘papel de la adenilato ciclasa en la
quimiotransduccion offatoria, se probé el efecto de dos
sustancias quimicas odorificas (citralva y écido isobutirico)
en ausencia y en presencia de GTP y GTPyS a una
concentracion saturante de 10 uM. Citralva, 100 .M, activo a
la enzima en un 50 % con respecto a la estimulacion por
GTP. En presencia de GTPS, no tuvo efecto, al l%ual ue
acido isobutirico 100 .M en presencia de GTP. Estudios
realizados con ~ L-amino&cidos,  descritos  como
estimuladores de la enzima en cilios olfatorios de pez,
tuvieron un leve efecto inhibitorio en presencia de GTP 10
uM, lo cual resatta el efecto de citralva en nuestro sistema.
Ademas, citralva (100 uM) vario los requerimientos de GTP
disminuyendo el So5 para este nucledtido. El efecto de
citralva permite correlacionar la estimulacion de la actividad
adenilato ciclasa con el sistema quimiotransductor de la
sefal olfatoria donde Gs tiene un papel preponderante.

Financiado por proyectos FONDECYT #1133-89 y 1116-90.

LA ACIDIFICACION INTRACELULAR INDUCE UNA DISMINUCION EN LA
CONDUCTANCIA DEL CANAL DE K* ACTIVADO POR CALCIO DE
TUBULO TRANSVERSO DE RATA INCORPORADO EN BICAPAS
PLANAS DE FOSFOLIPIDOS. (intracellular acidification Induces a
conductance decrease in the calcium-activated K* channel from rat
transverse tubule incorporated into phospholipid planar bilayers).
Laurido, C.", Woilt, D.* y Latorre, R.**. “Departamento de Quimica,
Facultad de Ciencla, Universidad de Santiago, *Departamento de
Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile y # Centro de
Estudios Cientificos de Santiago.

En este trabajo presentamos resultados preliminares del efecto del pH
intracelular en la conductancia del canal de potasio activado por caicto
de tibulo transverso de musculo esquelético de rata incorporado en
bicapas artificiales de fosfolipidos. En presencia de una solucién de KCI
300 mM simétrico, ia acidificacién del lado intracelular desde pH 8 a 4
reduce la conductancla del canal de 266 pS a 150 pS.

S| se supone que los protones producen este efecto ligandose a sitios
presentes en la via de conduccién del canal, se puede calcular la
constante de disociacién sitio-protones (K) y el nimero minimo de
protones (n) que se unen a estos sitios. Para elio, los valores de
corriente a través del canal a diferentes pH a un voltaje constante de
+30 mV fueron ajustados segun un modelo simple de unién de los
protones a un sitio presents en el lado intracelular de la protefna-canal,
de acuerdo a la siguiente expresién: | =1 __ (1 - ([H*’]/(KH + HY)M,
donde | es la corriente a un pH determlnado.'i‘m es la corriente méaxima
y [H*] la concentracién de protones.

Los resultados obtenidos dan un valor para el nimero de Hill cercano a
1,0y de 5,7 para el pK,. Dado que los experimentos fueron realizados
usando bicapas neutras de fosfolipidos y concentraciones altas de
potasio, es improbable que una alteracion de la carga superficial de la
bicapa estuviera dando cuenta de la disminucién en la conductancia.
Estos resultados sugieren que los protones estarian titulando un sitio
presente en la via de conduccion. Aunque los experimentos realizados
no permiten identificar é! o los sitios responsables de este efecto, los
resultados sugieren que se trata de un sitio diferente al involucrado en
los cambios de la cinética de activacién del canal inducido por pH cuyo
pK, es de 6,6 (Laurido, C. Tesis de Magister. U, Chile. 1989).
Financiado por FONDECYT 0451/88, Tinker Foundation y NHI-35981.
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PROPIEDADES DEL CANAL DE K* DE LA MEMBRANA
DE VESiCULAS CITOPLASMATICAS DE CHARA CON-
TRARIA. (Properties of the K* channel in the membrane of
Chara contraria cytoplasmic droplets). Zanello, I.P. y Barrantes,
E.L Instituto de Investigaciones Bioqufmicas CONICET/Univ.
Nac. Sur, 8000 Bahfa Blanca, Argentina.

La membrana que rodea a la vesicula citoplasmatica obtenida
de célula internodal del alga Chara contraria muestra actividad
de canales idnicos. Mediante la técnica de patch-clamp, hemos
registrado la presencia de un canal de K™ altamente selectivo
para este ion y dependiente del voitaje en un rango de -100 mV
a +160 mV de potencial de pipeta aplicado y medido los tiem-
pos de estados abierto y cerrado por métodos computacionales.
La conductancia del canal para una concentracién de CIK 132
mM, Cl2Ca 5.5 mMy C12Mg 5.5 mM en el bafio y la pipeta fue de
85 pS para la corriente de salida y 110 pS para la corriente de
entrada. Los registros evidenciaron un comportamiento en "es-
tallidos” (bursts), con duraciones entre S y 8 ms en el rango de
voltajes de pipeta aplicados. El numero promedio de eventos por
estallido varid entre 2 y 6 para diferentes registros. Las dis-
tribuciones de frecuencias de tiempos de estados abiertos del
canal se ajustaron, en la mayoria de los casos, a funciones ex-
ponenciales simples (entre 0.6 y 1.8 ms segin el voltaje aplicado
al drea de membrana). Fueron frecuentes los registros con mis
de un nivel de actividad (canales miltiples). Las distribuciones
de frecuencias de tiempos de estados cerrados se ajustaron a fun-
ciones multiexponenciales, revelando una cinética relativamente
compleja. En adicion a la configuracién de patch adherida a Ja
vesicula entera ("whole-cell"), se obtuvieron registros en las con-
flguracmnes de trozos "inside-out” de membrana Sc estudid,
adems, el efecto de otros cationes (Na*,Cs*, TEA Y ) sobre los
tiempos de estados abiertos del canal.

EFECTO DEL L-GLUTAMATO EN LA TRANSMISION SINAPTICA EN EL
MUSCULO DE LA LARVA DE Drosophila. (Effects of bath-applied L-
glutamate on synaptic transmission in Drosophila larval muscle.)

Dlaz, F. Centro de Estudios Clentificos de Santlago, Casilla 16443,
Santiago 9, Chile y Depto. de Biologla, Fac. de Ciencias, Univ. de Chile.
(Patrocinio: P. Labarca).

L-glutamate (L-giu) has been postulated as the or one excitatory
neurotransmitter in Drosophila larval muscle (Jan & Jan, 1976, J.
Physiol. 262: 215). However, insect haemolymph contains L-glu at
concentrations known to lead to complete receptor desensitization
(Usherwood & Machili, 1968, J. Exp. Blol. 49: 341; Dudel et al,, 1990,
Biophys. J.: 57: 533). The fact that synaptic transmission can operate
in the presence of agonist in the solution sorrounding the muscles in
Drosaphila larvae could be explained by the presence of excitatory
synapses operating through a different transmitter; alternatively, the
concentration of L-glu in the intimate synaptic environment could be
significantly lower than in the fluid sorrounding the muscle. We studied
nerve-evoked postsynaptic potentials (nepps) and spontaneous
miniature end-plate currents (smepcs) in Drosophila larval muscle in
order to asses the effects of bath-applied L-glutamate (L-glu) on
synaptic transmission. The experimental results show that L-glu, at
concentrations above 2 mM, abolishes nepps. The amplitude of nepps
is diminished by bath-applied agonist in a dose-dependent fashion, but
nepps can be recorded at fL-glu] as high as 2 mM. These results
indicate that L-glu-sensitive receptors: are the only type of excitatory
receptors present in these muscles and that [L-glu] in the intimate
synaptic millsu might be considerably lower than in the external solution.
Consequent with the above results, we found that the amplitude of
smpecs is diminished only at [L-glu] above 100 uM. smepcs can be
recorded up to 500 #M agonist In the bath but become undetectable at
1 mM. The presence of L-giutamate affects the decay times of smepcs
suggesting that the concentration of agonist in the external solution
modulates the properties of L-glu receptors in Drosophila larval muscle.

Financiado por FONDECYT 1167\86, NIH GM-35981 and the Tinker
Foundation.

R 411

CORRIENTES MACROSCOPICAS USANDO LA TECNICA DE
PATCH PERFORADO EN UNA LINEA CELULAR DE MUSCUID
ESQUELETICO HUMANO. (M using the
putch techoique in 8 buman skeletal ‘muscle cell line) Bverett, K.

Cavicdes R. y Jaimovich, E. Depto. de Fisiologia
y Bioff sica, Facultad de Medncuu, Universidad de Chile y Centro de
Estudios Cientificos de Santiago.

P

La técnica de patch perforado cs una nueva modalidad de obtener
corrientes macroscopicas en células :m dn.hzu su interior de cofactores
necesarios para 1a actividad de les i6nicos.

Esto se logra agregando ionéforos a la pxpeu que el formar poros en
la membrans, permiten el flujo de cationes y aniones sin mayor selec-
tividad. (Korn y Horn, 1989. J. Gen. Physiol. 94, 789.)

Hemos aplicado esta técmcl en una lines cclular proveniente de
biopsias de ! by Estas células se mantiencn en
un medio de diferenciacion 1 s 2 diss previo de su uso para registro
de corrientes en voltage clamp. Hemos agregado como ionéforo nis-
tatina (100 pg/ml) a la pipeta de registro que contiene ya sea KCl 6
CsCl como ¢l componente ifnico mayoritario.

Manteniendo ¢l potencial a -70 mV y usando un protocolo de
pulsos despolarizantes vemos i de salida durante el pulso y
corrientes de "cola” de entrada al volver a -70 mV. La corriente de
salida corresponde cercanamente & uas de las corrientes de pouslo
descrita en células de ! by en cultivo primario
(Trautmann, et al.,, 1986. Pﬂugﬂs Arch. 406: 163). Ademés la cor-
riente de cola es muy similar a upa conductancia a cloruro depen-
diente de calcio en mésculo de embrién de pollo en cultivo (Steele, J.
A., 1989. Pflugers Arch 414: 265). Sin cmbargo hasta shora no
hemos d d de entrada atribufbles 1 una conductancia
para sodio. Esto Gltimo pucde deberse al temprano estado de
dnfercncm:lén presente en estas células.

usar este p dimi para izar las d
cias iénicas presentes en estas células asi como la posible expresién de
otras conductancias al inducir diferenciacién.

Financiado por NTH-GM35981, Fondecyt-896 y MDA.

ESTUDIO DE LOS ESTADOS CERRADOS DE LARGA DURACION EN EL
CANAL DE PQOTASIO ACTIVADO POR CALCIO DE MUSCULO. (Study of
the long-lived closed states in the Ca-activated K-channel from muscls).
Malebran, N, Latorre, R., Cecchi, X. Depto. Biologia, Fac. de Ciencias,
U. de Chile y Centro de Estudios Cientificos de Santiago.

El canal de potasio activado por calclo es bloqueado por iones
bario en el lado citoplasmatico. En presencia de bario, el canal presenta
periodos de actividad (bursts), durante los cuales se abre y se cierra en
la escala temporal de milisegundos y periodos de silencio, que duran
segundos, durante los cuales no conduce iones. Los iones caicio
ejercen un efecto parecido, aungue se ha sugerido que se debe a la
contaminacién por barlo de todas las soluciones de sales de caicio.

En este trabajo, hemos estudiado la duracién de los bursts y de
los estados cerrados de larga duracién en canales incorporados a
bicapas que separan KCi 100 mM, MOPS 5 mM, pH 7.0, en el lado
Intracelular (¢is) de una solucién que sélo contiene el buffer en el lado
extracelular (trans). La contaminacidén por bario de nuestras soluciones
estd en el rango 1 uM. En estas condiciones, encontramos que las
duraciones de 10s bursts y de los estados cerrados de larga duracion se
distribuyen exponencialments en funcién del tiempo, y las constantes
de tiempo, a 0 mV, son de alrededor de 6 s para ambos casos. Las
constantes de tiempo dependen exponencialmente det potencial
aplicado, disminuyendo ambas & veces cada 50 mV. Cuando
agregamos iones sulfato 10 mM al lado cis ([Ba**] = 10 nM), las
constantes de tiempo son de 7 s para los bursts y 5 s para los estados
cerrados. En sulfato 30 mM ([Ba** = 3 nM), estas sonde 3y 5 s,
respectivamente, En ambas concentraclones de sultato, la depaen-
dencia de potencial es parecida a la obtenida en ausencla de suifato.

Los resultados mostrados sugiersn que, en ausencia de potasio
on el lado extracelular, los estados cerrados de larga duracién no
corresponden a bloqueos por lones bario. Experimentos preliminares
indican que la duracién de estos estados tampoco depsnde de la
concentraciéon de caicio, en el rango entre 30 y 1000 uM. Por lo tanto,
proponemos que este es un estado cinético del canal, cuya aparicion
s6lo depende del potencial aplicado, como sl fuera el resultado del
movimiento de una compuerta del canal dentro de la zona donde cae el
potencial aplicado.

Financiado por proyectos FONDECYT B-1112/89 y NIH GM-35981,
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ESTUDIOS DE LAS CORRIENTES DE ENTRADA EN NEURONAS
OLFATORIAS DE Caudiverbera caudiverbera: BLOQUEO POR
AMILORIDA Y TTX.(Properties of Inward currents in frog olffactory
neurons: block by amiloride and TTX). Delgado, R. y Labarca, P.
Centro de Estudios Clentificos de Santlago, Casilla 16443, Santiago 9,
Chile y Depto. de Biologia, Fac. de Cs., U. de Chile

The ionic conductances of offactory receptors that participate in the
modulation of their excitatory properties are not well understood. We
carried out studies of voltage-gated inward currents, using whole-cell
clamp approaches, in olfactory neurons from the frog Caudiverbera
caudiverbera, under conditions in which outward currents have been
blocked. The results show the presence of two receptor populations
regarding voltage-gated Inward currents, One population (Type )
displays a transient and a mantained component while a second one
(Type Il) displays only the transient component. In both types of cells
the transient component peaks at about zero-applied voltage. The
mantained component present in type | cells peaks at voltages 10-20
mV more positive. Transient and mamalned inward cumrents can be
recorded in the absence of external Na*, in a buffer containing 5 or 20
mM Ca®*, or in the absencs of extemal Ca *, but under normal Na*,
suggestlng that both cations can permeate these voltage- gated
conductances,  Amiloride, in the 40-300 uM range blocks both
transient and mantalned components with similar affinities (K, , = 160
uM). This effect of amiloride is independent of the holding voltage and
the blocker does not affect the Ihactivation properties of the transient
inward currents. TTX, at 10 uM, completsly abolishes the transient
component but has little effect on the mantained inward currents. These
results indicate that transient and mantained components of inward
currents recorded from frog olfactory receptors are pharmacologically
distinguishable.

Supported by FONDECYT 1167/88, 1116/90, NIH GM-35981, and the
Tinker Foundation.

INCORPORACION DE MEMBRANAS DE PLACENTA HUMANA
A LIPOSOMAS GIGANTES. (Incorporation of human
placental membrane vesicles into giant lipo_
somes). Riquelme, G., Liberona, J. L.,

Egquiguren, A. L., . y Baxros, L. F.
Departamentos de Fisiologia y Biofisica, y de
Medicina Experimental, Facultad de Medicina
Divisién Norte, Universidad de Chile.

A partir de una fraccién microsomal (Glazier
y cols., 1988, modificado) obtenida de trofo_
blasto de placenta humana de término se han ob_
tenido, mediante gradiente discontinua de saca_
rosa, fracciones enriquecidas en membrana api_
cal. Los criterios de purificacién y de enri_
quecimiento utilizados fueron la electroforesis
de poliacrilamida y marcadores enzimaticos. Las
menbranas obtenidas se fusionaron con vesiculas
lipidicas pequefias mediante técnicas de deshi_
dratacién/rehidratacién (Criado y Keller, 1987;
Riguelme y cols., 1990). Este método permite
obtener liposomas gigantes de tamaiios semejan_
tes o mayores al de una célula (10-60 uM) per_
mitiendo el registro de canales iénicos tnicos
con la técnica de ‘'patch-clamp' convencional.
La funcionalidad de los canales idénicos prove_
nientes de membrana apical incorporados a los
liposomas fue estudiado en sellos aislados
(configuracién 'inside-out'). Generalmente se
registré mas de un nivel de conductancia que
puede corresponder a varios canales, diferentes
tipos de ellos o subestados. Esta preparacién
de membranas y su incorporacién a liposomas
gigantes nos ha permitido comenzar la caracte_
rizacién de las conductancias iénicas presentes
en este tejido de dificil acceso a técnicas
electrofisiolégicas clasicas.

Financiado por Proyecto Fondecyt 0448-88 y The
Wellcome Trust U.K.

RESUMENES

MODULACION DIFERENCIAL DE CANALES DE CALCIO DE RETICULO
SARCOPLASMATICO. (Differential modulation of calcium
channels from sarcoplasmic reticulum). Marengo. J.J. ¥y
Bull, R. Departamento de Fisiologia y Biofisica,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

El misculo esquelético se contrae como consecuencia
de la liberacién de calcio por el reticulo sarcoplasmé-
tico (RS), a través de canales idnicos. Hemos estudiado
la wodulacién de canales de calcio del reticulo incor-
porados por fusién en bicapas planas de fosfolipidos.

IP, activ6, en concentraciones micromolares, cerca
del SO % de los canales aumentando el tiempo fraccional
abierto (Po), sin cambiar la conductancia. Los canales
activados por IP; fueron infrecuentemente activados por
10 mM cafeina. Por otro lado, el 95 % de los canales que
fueron activados por concentraciones milimolares de
cafeina, no lo fueron por IP

Tetracaina, un anest.esico local que bloguea la
liberacién de calcio inducida por calcio, wmostré un
efecto complejo sobre la cinética de los canales. En
canales activados por 1 mM ATP (a pCa 5 6 6) tetracaina
auments Po desde 0.56 a 1 en forma dependiente de la
concentracién (0.25 a 4 wmM), sin cambiar la conduc-
tancia. La duracién promedic de los aperturas auments y
la de los cierres se redujo. Por otro lado, en canales
activados por cafeina a pCa 7, tetracaina (0.05 a 1 =M)
disminuy$ Po.

Estos resultados sugieren que el RS posee al menos
dos tipos de canales con diferente perfil farmacolégico.
Alternativamente puede existir un solo tipo de canal
cuya sensibilidad dependa de las condiciones previas de
activacién.

Financiado por Proyectos FONDECYT 1298, 902 y 972
Yy NIH GM 35981.

ESTUD]OS PRELlMlNARhS DEL EFECTO DE POTENCIAL DE
EMBR SOBRE EL METABOLISMO DE FOS-
FOlNOSITlDOS EN CELULAS DE MUSCULO ESQUELETICO
HUMANO EN CULTIVO. (Effect of the membrane potential on
Bhosphomosmde metabolism in human skeletal musclc cclls in culture.
reliminary studies). [ 4V
dp artamento 1siologia y Biofisica, Faculta
c Medicina, Universidad de Chile y Ccmro € Estudios Cientificos dc
Santiago.

Utilizando una linea celular de misculo esquelético humano es-
tablecida en nuestro laboratorio se realizaron cxperimcntos
i)rehmmares tendientes a generar un modelo de estudio del metabo-
ismo de fosfoinositidos en tejido muscular.

Las células rrcscman un tiempo de duplicacién de 24 hrs, una
eficiencia de plaqueo superior al 20%, y se diferencian formando
estructuras multinucleadas tipo miotubo ‘en presencia de un mcdio
inductor de fusi6n (bajo suero, insulina y transferrina, DMSO). Estas
células presentan marcadores caracteristicos de misculo como
miosina, desmina y creatinquinasa MM.

En células incubadas con H-mosnol la incorporacién de marca a
fosfolipidos de inositol se determin6 por TLC de’Y:s lipidos extraidos
con solvente, mientras que en la fraccién acuosa se pesquisé la radiac-
tividad de los inositoles fosfato szparados por cromatografia dc intcr-
cambio i6nico.

La incorporacién de marca se satura entre las 24 y las 48 hrs
manteniéndose constante después de este tiempo. En laf{seor anica,
un 82-90% de la marca se recupera como fosfatidilinositol «;5, T), un
2-6% como fosfatidilinositol monofosfato (PIP) y un 2-4% como
fosfatidilinositol bisfosfatq (PIP2) También sc logra detectar otro fos-
foinositido al incubar con “H-glucosamina.

. Una elevacién de la concentracién de K* en el medio induce
incrementos en la marca de PIP2 y de PIP, asi como variacioncs cn la
marca de los inositolpolifosfatos.

claﬁo NIH GM 35981, FONDECYT 896, DTI y Muscuk
Dystm mmn y Yuseuat
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Receptores

SITIOS DE LIGAZON Y AFINIDAD DEL COLESTANO
ESPIN-MARCADO EN EL RECEPTOR COLINERGICO
NICOTINICO. (Binding sites and affinity of spin-labelled
cholestane in nicotinic acetylcholine receptor). Arias, HR.y Bar-

. Instituto de Investigaciones Bioquinicas CON-
ICET/Univ. Nac. Sur. 8000 Bahia Blanca, Argentina.

Elreceptor colinérgico nicotinico (AChR) fue purificado del or-
gano eléctnco de Discopyge tschudii con una act. esp. de 4200
pmol[ H]-‘BTx/mg prot., utilizando para tal fin cromatografia de
afinidad toxina-agarosa. El AChR puro fue reconstituido con
lipidos de soja en una relacidn molar 5000:1, y con con-
centraciones crecientes del derivado del colesterol, colestano
espin-marcado (CSL). El grupo nitréxido presente en esta
molécula permite extinguir la fluorescencia intrinseca de la
protefna. Utilizando la ecuaci6n desarrollada por London y
Feigenson (1981) hemos relacionado la extincién de la fluores-
cencia (F/Fo) del AChR con la fraccién molar del lipido espin-
marcado (XcsL): F/Fo=(Fo-Fm)(1-XcsL)N +Fm, donde Fm es
1a fluorescencia tedrica minima obtenida cuando XcsL=1. Fue
posible asi obténer el niimero de sitios de ligazén (N) del CSL.
Por otro lado, conociendo Fm es posible graficar Fo-Fun/F-Fm vs.
XcsL, para derivar la constante relativa de ligazén para CSL
(KcsL), al comparar los datos experimentales con los perfiles
teSricos que se obtienen con diferentes K. Nuestros datos per-
miten inferir que el AChR tiene 2 sitios de ligazon en su cara
hidrofGbica para el CSL, y que este lipido se une con una con-
stante de afinidad relativa igual a 1. Estos valores se asemejan a
los obtenidos por Jones y McNamee (1988) para dibromo-fos-
fatidilcolina y estdn de acuerdo con los datos de resonancia de
espin electrénico (Ariasy col.,, BBA, enprensa), enlos que el CSL
es considerado un lipido conuna K semejante a la {osfatidilcolina,
es decir, que se une con escasa afiridad al AChR.

DISTRIBUCION DE CLASES FOSFOLIPIDICAS EN
MEMBRANAS RICAS EN RECEPTOR DE ACETILCOLINA
DETERMINADA POR TRANSFERENCIA DE ENERGIA DE
FLUORESCENCIA (TEF). (Distribution of phospholipids clas-
ses in acetylcholine receptor rich branes determined by

e fluor energy transfer (FRET). Bonini de
Roman:l.x.l.(‘.. Pietrasanta, LL y Barrantes, F.L. 1. Invest. Bio-
quimicas, CONICET/Univ. Nacional del Sur- 8000 Bahia Blan-
ca, Argentina.

El receptor colinérgico nicotfnico (AChR) es una
glicoprotefna intrinseca de membrana ubicada vectorialmente
con respecto al plano de la misma. Hemos encontrado que tam-
bién algunos fosfolfpidos se disponen asimétricamente (Bonini
de Romanelli et al., 1990). Con el fin de determinar la topograffa
de! 4nulo lipidico que rodea al AChR recurrimos al uso de
anilogos de fosfolfpidos fluorescentes y estudiamos su
proximidad por TEF en membranas nativas y en membranas
modelo preparadas ad- hoc con las sondas en distintas
ubicaciones. Se eligieron pares donante-aceptor adecuados, con
el fluoréforo en grupos acilos de diferente longitud (C6y C12) o
en la cabeza polar de las moléculas: 1-oleoil-2[6-[(7-nitro-2-1,3-
benzoxadiazol-4-il)amino] caproil fosfatidilcolina (6-NBD-PC)/
N-(lisamina rodamina B sulfonil) diacil fosfatidiletanolamina (N-
Rho-PE); 12-NBD-PC/N- Rho-PEy NBD-PE/N-Rho-PE.Enes-
tudios anteriores demostramos con 12-NBD-PC/N-Rho-PE que
la TEF observada en las membranas nativas ricas en AChR era
alta (80% de eficiencia para una relacion molar de 0.9, SAB
1989), evidenciando la cercanfa molecular de ambas sondas.
Ahora encontramos con 6-NBD-PC y NBD-PE/N-Rho-PE una
eficiencia similar a la de 12-NBD-PC/N-Rho-PE. Esto sugeriria
que estas clases fosfolipidicas formarian dominios muy préximos
¥y que se encontrarian predominantemente en la misma hemicapa
de la membrana.

LOCALIZACION DE FOSFATIDILCOLINAS Y FOS-
FATIDILETANOLAMINAS EN MEMBRANAS RICAS EN
RECEPTOR DE ACETILCOLINA (ACHR) POR EX’I‘INCION
DE LA FLUQRESCENCIA Y CALCULO DE MINIMIZACION
DE ENERGIA. (Localization of choline and ethanolamine phos-
pholipids in acetylcholine receptor rich membranes by fluores-
cence quenching and energy mlnlmlnllon calculations).

. In-
stituto de Investigaciones Bioqufmicas. CONICET/Universidad
Nacional del Sur. 8000 B. Blanca, Argentina.

Con el fin de determinar la distribucién de los fosfolipidos
mayoritarios (PC y PE) de las membranas ricas en AChR se
utilizaron las mismas sondas que las empleadas en las mediciones
de TEF: dos andlogos de PCy PE marcados en los 4cidos grasos
de diferente longitud de cadena, y dos en 1a cabeza polar: 6-NBD-
PC, 12-NBD-PC, N-Rho-PE y NBD-PE. Se usaron como agen-
tes extintores de la fluorescencia CoCl2 y trinitrobenceno
sulfonato en condiciones penetrantes y no penetrantes. Se com-
pararon con membranas modelos preparadas con las sondas en
una de las hemicapas, externa o interna, de la membrana, Del
anilisis de Stern-Volmer modificado se concluye que los
fluordforos se ubicarian en la cara externa de la bicapa, Los datos
de vida media de fluorescencia en presencia del ion Co>* indican
un proceso mixto de quenching. En cuanto a la ubicacion relativa
delos fluorbforos en lamembrana, el grupo rodamina estaria mas
expuesto a la interfase lipido-agua que el grupo NBD. Inde-
pendientemente de fa posicion del grupo NBD en los anilogos
(cabeza polar en NBD-PE; C6, o C12 en NBD-PC) el fluordforo
se localizaria en 1a bicapa a una profundidad similar en todos los
casos. Esta singular ubicacién se correlaciona con las confor-
maciones moleculares derivadas mediante métodos com-
putacionales de minimizacidn de energia,

TRANSFERENCIA DK FUBA-2 EN UN EPITELIO POLARIZADO:
KFRCTO IE LA HOBMONA ANTIDIURETICA (AIH). (Fura-2
transfer in a polarized epithelium: Effect of the
antidiuretic hormone) Parisi, M, Borgnia. M, Dorr,
B v Bossi, J PF.C. Seccién Biomembranas, Dto.
Fisiologia, Fac. de Medicina e Instituto de Quimica
v Fisicoquimica BiolSgicas (UBA-CONICET)-ARGENTINA.

La sonda fluorescente Fura-2 es habitualmente
utilizada para estimar la concentracion intracelular
de Ca2+ en células aisladas. Nuestro objetivo fue
estudiar las interacciones entre la sonda mencionada
y una barrera epitelial semsible a la ADH en con-
diciones de mantenimiento de la polaridad
fisioldgica. Sacos invertidos del epitelio vesical
de Bufo arenarum fueron montados en un dispositivo
especialmente disefiado para ser introducido en una
cuba de espectrofluordémetro (Jasco PF 770). Se
agregd Fura-2-AM al compartimiento mucoso en con-
centraciones entre 1 y 20 uM. Al cabo de 120 minutos
se observé: 1) transferencia transepitelial de fluo—
rescencia constituido por 66 t+ 5% de Fura-2-AM y 33
+ 8% de Fura-2 libre; 2) El agregado de ADH aumentd
significativamente la transferencia total de fluo-
rescencia; 3) la hormona produjo ademés un sig-
nificativo desplazamiento hacia el Fura-2 libre en
el compartimiento seroso; 4) el aumento de fluores-
cencia en el tejido respecto de la autofluorescen-
cia fue del 11 + 5% y del 24 t+ 2% cuando se incubd
con 5 uM o 20 uM de Fura-2-AM respectivamente. 5) En
presencia de ADH la acumilacidn de fluorescencia en
el tejido disminuyd en un 15 + 4% Estos resultados
indicarian que la hormona antidiurética estimala un
sistema transportador de Fura-2 libre situado en la
membrana laterobasal.

Con subsidios de Fundacién ANTORCHAS, CONICET y UBA.
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RECEPTORES BENZODIAZEPINICOS PERIFERICOS: CARACTERIZACION DEL RECEPTOR DE APAMINA DE MUSCULO LISO
CARACTERIZACION, LOCALIZACION Y ROL FUNCIONAL DE CONEJO. (Characterization of the apamin receptor of rabbit small
EN CELULAS INTERSTICIALES TESTICULARES. Intestine smooth muscile). Behrens C., Rojas, C., Vergara, C,, Behrens,
(Peripheral-type benzodiazepine receptors: M. |. Centro de Estudios Cientificos de Santiago y Departamento de

functional
cells).

Caracterization, localization and
rocle in testicular interstitial
R. vy Medina, J., Instituto de Biologia
Celular, Facultad de Medicina, Universidad de
Buenos Aires e Instituto de Biologia vy
Medicina Experimental.

Se demostré la

presencia de receptores a

benzodiazepinas tipo periférico (RP-BZD) en
células intersticiales testiculares por
fijacién del agonista especifico 3H-~RO

5-4864, se caracterizaron farmacol6gicamente

y estudiéd su localizaciédn subcelular,
encontriandose una alta concentracién de
sitios (140 kS 23 pnol/mg prot),
principalmente asociados a la fraccién
mitocondrial. E1 RO 5-4864 (RO) estimula 1la
produccién basal e inducida. por hCG de

testosterona (T) medida por radioinmunoensayo
en este sistema. El tratamiento crénico con
el agonista diazepam (DZ) 3 mg/kg provoca una
inhibicién en 1la T basal y una pérdida de 1la
capacidad de estimular 1la esteroidogénesis
por RO 5-4864. Ademas disminuye drésticamente
el nimero de RP-BZD (41%). DZ agudo no
modifica estos parédmetros. Se concluye que
existe una poblacién homogénea de RP-BZD en
estas células, presente en alta concentracién
con respecto a otros tejidos, de localizacién
preferencialmente mitocondrial. El
tratamiento crénico con DZ modula el nimero
de RP-BZD y la respuesta esteroidogénica al
RO. En base a estos resultados se postula un
rol modulatorio para los RP-BZD en la
esteroidogénesis testicular.

Biologia, Facuttad de Clencias, Universidad de Chile.

La apamina es un polipéptido extraido de veneno de abeja, que
bloquea epecificamente un tipo de canal de K activado por Ca que es
de baja conductancia (canal SK). Mediante estudios de unién de 2%
apamina, se ha demostrado la presencla de canales SK en diversas
células, en sistema nervioso central v en tejidos peritéricos. Su funcién
estarfa relacionada con la hiperpolarizacién que sigue al potencial de
accién en células excitables. En musculo liso de Intestino grueso y de
estémago, los canales SK serfan responsables de la hiperpolarizacién
que sigue a la estimulacién de receptores «-Adrenérgicos y a la
administracién de ATP. En este trabajo demostramos la presencia de
receptores de apamina en una preparacién de membranas de musculo
liso de Intestino delgado de conejo y caracterizamos las Propledades
de dichos receptores. La capacidad méxima de unién de 2% apamina
de las membranas de musculo liso y la Kd son similares a las descritas
en otros tejidos, La unién de '2%1 apamina se Inhibe completamente en
presencia de los detergentes: CHAPS, Tritén X100, lisolecitina y NP 40,
En presencia de saponina, la unién de 2% apamina no se ve afectada
hasta concentraciones de 1 mM. Per otra parte, se estudié el efecto de
otros bloqueadores del canal SK, como d-tubocurarina, sobre la unién
de 2% apamina a membranas de musculo liso. Se estudié ademés el
efecto de lones divalentes (Cay Mg), del pH y de la presencla de ATP
en el medio. La obtencién de una preparacién de membranas rica en
receptores de apamina permitira, por una parte, intentar la purificacién
del receptor de apamina y por otra parte, realizar estudios de las
propledades blofisicas de canal Unico, mediante estudios de
incorporacién en bicapas planas de lipidos.

Financiado por proyectos FONDECYT 296-88, NIH y Tinker Foundation.

Radicales Libres

EFECTO DE LA PERDIDA DE FMN DE LA ENZIMA NADPH-CITOCROMO
P 0 REDUCTASA SOBRE LA GENERACION MICROSOMAL DE RADICA-
Lﬁg LIBRES., (Depletion of FMN from NADPH-cytochrome
P reductase inhibits microsomal oxygen radical
generation). S. Puntarulo y A. Cederbaum. Citedra de
Fisicoquimica, Facultad de Farmacia y Bioquimica, Uni-~
versidad de Buenos Aires.

El tratamiento de microsomas de higado de rata con
fosfatasa alcalina (FA) resulta en la pérdida del grupo
prostético FMN pero no del FAD de la enzima NADPH-cito-
cromo P4 reductasa. Se realizaron experimentos para
evaluar é¥)efecto de evitar la transferencia de electro-
nes desde FADH, a FMN, en la reduccién de quelatos
férricos, produCcién de H20 , ¥y la generacién de °OH.
El tratamiento con FA altefa“la actividad NADPH-citocro-
mo c¢ reductasa, pero no NADPH-ferricianuro reductasa.
La oxidacién de agentes atrapadores de °‘OH disminuyé
a consecuencia del tratamiento con FA en concordancia
con la disminucién en la actividad de la enzima citocro-
mo ¢ reductasa. Esta disminucién en la produccidén de
"OH ocurrié en presencia de varios quelatos férricos.
Las velocidades de reduccién de los quelatos férricos
resultaron inhibidas luego del tratamiento con FA.
La produccidén de perbéxido de hidrégeno disminuyd en
concordancia con la caida eg la actividad de la citocro-
mo ¢ reductasa y la produccién de °‘OH. La velocidad
de produccién de H,0., parece ser el factor limitante
para la generacién“de ‘OH ya que la adicién de un
sistema generador externo de H,0, estimula la produccién
de °"OH y previene la caida “en la generacién debido
al tratamiento con FA. Estos resultados sugieren que
ambas flavinas, FAD y FMN de la reductasa contribuyen
a la reduccibén de los complejos férricos. Sin embargo,
la pérdida del componente FMN y las actividades depen-
dientes de la transferencia de electrones desde este
grupo prostético resultan en una disminucién de 1la
produccibén de HZOZ que parece ser la responsable de
la generacién de ‘OH por los microsomas.

PRODUCCION DE RADICAL HIDROXILO EN NUCLEOS DE HEPATOCI-
TOS DE RATAS SOMETIDAS A SOBRECARGA DE HIERRO. (Hydroxyl
radical production by hepatocytes nuclei of iron over—
loaded rats)., Galleano, M. y Puntarulg, S. CAtedra
de Fisicoquimica, Facultad de Farmacia y Bioquimica,
Universidad de Buenos Aires.

Se estudié el efecto de sobrecarga de hierro sobre
la velocidad de produccién de radical hidroxilo por
parte de niicleos de hepatocitos en presencia de un
complejo de hierro (Fe-EDTA) y dos cofactores (NADH
y NADPH). Ratas Wistar macho entre 100 y 200 g fueron
inyectadas intraperitonealmente con una dosis finica
de Fe-dextran (500 mg/kg de peso) y a las 2 y 6 h poste-
riores a la inyeccibn se obtuvieron nficleos de hepatoci-
tos por la técnica de fraccionamiento celular en gradien
tes de sacarosa. El mismo disefio experimental se utilizé
con animales controles inyectados con dextran (114 mg/kg
de peso). La velocidad de produccibén de radical hidroxi-
lo por los nficleos celulares fue determinada a través
de la generacién de formaldehido a partir de dimetilsul-
féxido. Los resultados obtenidos se muestran en 1la
Tabla 1.

Velocidad de produccién de formaldehido
(nmoles/min.mg prot)

NADH NADPH
Control 0.70 £ 0.06 0.24  0.06
Tratados 2 h 0.44 £ 0.18 0.20 £ 0.08

Tratados 6 h 0.30 £ 0.02 0.10 £ 0.05

Simulténeamente se midieron las actividades de Cito-
cromo P-450 reductasa NADH y NADPH dependientes obte-
niéndose a las 2 h una disminucién de 11%Z y 4%Z y a
las 6 h una disminucién de 26% y 5% en las respectivas
actividades. Los resultados obtenidos sugieren que
el tratamiento de Fe-dextrdn resulta en un dafio progre-
sivo a las enzimas relacicnadas con la produccidén de
radical hidroxilo que se evidencia en una marcada dis-
minucién de la produccién de formaldehido, en presencia
de NADH y NADPH, al cabo de 6 h de tratamiento.
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EFECTO DEL ALUMINIO
UPIDICA EN UPOSOMAS.

SOBRE LA  PEROXIDACION

Departamentoc de Quimica Biolbgica y Depantamento de
Fisicoquimica y Quimica AnaWica (QUIFIB), Facultad de
ey de B

Farmacia y Biog Alres,
Argentina.
En estudios previos 08 que en bro de ratones

alimentados con dietas que contenian elevados niveles de Al
habla un aumento en la produccién de sustancias reactives
al écido 2-tiobarbitirico (TBARS), en comparacién con la de
ratones  control. In viro, el Al afecta la velocidad de
peroxidacién  lipidica, medida como TBARS en
y mielina de cerebro de ratén.
Dichas evidenclas sugleren que un aumento en la
p 6n de por £ hul podria ser
uno de los mecanismos involucrados en la neuropatologia
observada en la intoxicacién con Al Con el propésito de
comprender los mecanismos bioquimicos por los cuales ef Al
un catibn que en la naturaleza solo existe en estado redox
3+, puede efercer su accin prooxidants, sn este estudio
caracterizamos el efecto del Al sobre la peroxidacién lipidica
en membranas sintéticas. Los liposomas se prepararon &
partir de ip {PL) de bro de rata o de
PL ., por evap del soh y pencid

en e buffer adecuado. Luego de hidratar a 45°C por 10
min, se sonicaron durante 30 min. El efecto del Al sobre la
peroxidacién lipidica se midi6 por quimloluminiscencia o a
través de la capacidad de producir TBARS luego de Incubar
los liposomas & 37°C en presencia de S y 25 uM Fe(ll) y
distitas concentraciones de Al (0-500 uM). El Al tuvo
accién  p en lip p con PL totales
de cerebro y con PL comerciales.

dependiente del pH y de la posicion de fos Hip =]
electo p e 6 e con la proporcion de
fosfatidii serina en la preparacién.  Concurrentemente el Al
produjo aumentos en la agregacién de los liposomas (medido
como un aumento en la Abs 300 nm) indicando la existencla
de camblos fisicos en las que P del
contenido relativo de fosfatidil serina.

Estos resuttados sugieren que el Al unido a las membranas
produciri en las prop fisicas de las mismas
exponlendo los Acidos grasos al ataque por radicales libres.

Este trabajo fue parclaimente subsidiado por la Fundacion
Antorchas (Proyecto N 52068/1).

FOTENCIACION DEL EFECTO ANTIOXIDANTE DEL
TOCOFEROL FOR ISOFRENDIDES (Fotentiation of
the antioxidant effect of tocopherol by
isoprenoid compounds). Gonzalez Flecha,BR.3
Evelson,F. y _ Boveris,Q. Instituto de
Quimica y Fisicoquimica Biologicas.
Facultad de Farmacia y Bioquimica.
Universidad de Buenos Aires.

La reaccion del tocoferol (T) con radicales
no oxigenados (R* ) en la region no
hidrofobica de las bicapas lipidicas seria
un paso determinante en la inhibicion de la
lipoperoxidacion por vitamina E. En el
presente trabajo se estudio la cinetica de
esta reaccion v S posible mecanismo
utilizando microsomas d2 higado de rata
sup lementados con T (D-10 nmol/mg
proteina). Se simulo estres oxidativo por
adicion de hidroperoxido de terbutilo = mM
y se determino el consumo de Oz (ADa)
debido a lipoperoxidacion polarografica-
mente. La concetracion de T requerida para
inhibir el %S0% del 00z fue de 5,5 + 0,5
nmol/mg prot y la iphibicion maxima fue de
87 + S %. El valor de la constante de
velocidad para la reaccion:. R*+ T fue de
16® M~ g—1_ {a inhibicion del A0z por 1
nmol/mg prot de T (20%) fue potenciada por
adicion de 50 nmol/mg prot de retinal
(100%) o ubigquinona (607%) . Iguales
concentraciones de retinal o ubiquinona en
ausencia de Vitamina E produjeron &5% y 20%
de inhibicion del A0z, respectivamente. Se
postula que la formacion del radical
cromanoxile luego de la reaccion del T con
el R® podria involucrar la formacion de un
complejo de transferencia de carga entre la
porcion fitilao del T y restos isoprencides
de compuestos presentes en la membrana.
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PRODUCCION DE RADICAL HIDROXILO POR MICROSOMAS DE PLAN-
TULAS DE SOJA EN PRESENCIA DE COMPLEJOS FERRICOS.
(Hydroxyl radical production by soybean seedlings micro-
somes and ferric complexes). Simontacchi, M. y Puntarulo

s.

Catedra de Fisicoquimica, Fac. de Farmacia y Bioqui-

mica, Univ.de Buenos Aires.

Hipocotilos de pléntulas de soja obtenidos de semi-

1las incubadas a 26°C durante 6 dias, fueron macerados

en

buffer: manitol 0.3 M, BSA 0.1%, cisteina 0.05%,

EDTA 5 wM y Tris-HC1 0.1 M pH 7.0. El filtrado fue
centrifugado: a) 30 min a 10.000 g y b) 60 min a 100.000

g

El pellet asi obtenido fue resuspendido en buffer

Tris-HC1 0.1 M pH 7.0 conteniendo glicerol al 50%.
Tanto para la generacidn de especies con alta capacidad
oxidante (°OH) como para la iniciacién de reacciones

de
de
de
no
en

lipoperoxidacién, se requiere la presencia de metales
transicién. En sistemas microsomales de produccién
especies oxidativas (°"OH, 03, H,0.) estd vinculada
86lo al agregado de hierro, %ino? thmbién a la forma
que dicho metal es adicionado (complejadc con EDTA,

DTPA, ADP o citrato). La produccién de "OH, se determind
midiendo la generacién de formaldehido producido por

la
se
la

reaccibén de "OH con dimetil sulféxido. Las reacciones
finalizaron con el agregado de TCA, determinandose
concentracién de formaldehido por el método de Nash.

Dado que las enzimas microsomales utilizan electrones
provenientes de NADH y NADPH, se determind la velocidad

de

produccién de formaldehido en presencia de ambos

cofactores obteniéndose un valor de 0.62£0.04 nmol/
min.mg y 0.2230.06 nmol/min.mg con Fe-EDTA, 0.84%0,59
nmol/min.mg y 0.25%0.09 nmol/min.mg con Fe-DTPA para
NADH y NADPH respectivamente. Las velocidades medidas
fueron de 0.12 nmol/min.mg, 0.03 para NADPH y 0.09
nmol/min.mg para NADH respectivamente, en presencia

de
la

Fe-ADP y Fe-citrato. Estos resultados indican que
produccién de radical hidroxilo por 1las membranas

microsomales es significativamente mayor en presencia

de

NADH que NADPH y que los complejos Fe-EDTA y Fe-DTPA

son los catalizadores mds adecuados para la reaccidn.

INDUCCION DE ESTRES OXIDATIVOD HEFATICO FPOR
MITOXANTRONE. (Induction of hepatic oxidative

stress by

mitoxantrone). Lotres Arnaiz, S. vy

Llesuy, S. Catedra de Fisicogquimica, Facultad

de

Farmacia y Biogquimica, Universidad de

Buenos Aires.

El mitoxantrone (Mx) es un agente
antineopldsico de estructura quimica
semejante a la de 1la doxorubicina (Dox).

siendo su
toxicidad. El
evaluar el
hepatotoxicidad de Mx
fueron administradas

clinica limitado por su
objetivo del trabajo fue
rol de los radicales libres en la
y Dox. Las drogas
a ratones @n una dosis

uso en

dnica de 1S5 mg/kg de peso i.p., y a los 3,4 y

5 dias
lipoperoxidacidn. Se

quimioluminiscencia "in vivo"
vitro" (@QLV),

se llevaron a cabo 1los ensayos de
midié la
(QLE) e "in

formacién de malondialdehido

(MDA) y la concentracidn de H, O,en estado
estacionario [H, O;,le. El Mx indujo a los 4
dfas un aumento de 155% en la QLE de higado,

y aumentos de 73% y S2% en los niveles de MDA

y

respectivamente. La

QLv de homogeneizado de nigado

administracidn de Dox

produjo incrementos de S5i% y 537 en la GQLE de

higado y
dfas luego de su
observaron diferencias

valores de QLY (Valares
12 cps/:ﬂf;
MDA 14.6

un aumento

formacidén de MDA respectivamente, 3
inyeccidén, pero no se
significativas en los
control: QLE 150 t
QLY 237 + 13 cpe/mg de proteina y
+ 1.6 nmol/g higado). El Mx produjo
de 96% en los niveles de [H 0:Jle

de cortes de higado al dfa 4 de la inyeccidn,
(valor control : ©.13 uM). Los resultados de

nuestro estudio
Dox generarian
estrés oxidativo

sugieren gque las drogas Mx y
en el higado una situacidn de
con el consiguiente aumento

de las concentraciones en estado estacionario
de especies activas del oxigeno.
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ESTUDPIO DE LA LIPOPEROXIDACION PRODUCIDA
POR RADIACION EN LIPOSOMAS ( Radiation -
induced lipoperoxidation in liposomes ).
SFurmpan F,., “Duran H..:. “Boveris A. v “De
Rey B.M.. *Instituto de Ruimica y
Fisicoquisica, FFyB, uBA y “Dpto de
Radiobiologia, CNEA, Buenos Aires,
Argentina.

La lipoperoxidacion (LP) producida por los
radicales libres generados por radiacion
ionizante puade ser estudiada utilizando a
los liposomas como modelo experimental.

En el presente trabajo se irradiaron
liposomas multilamelares grandes con rayos
X (12 Gy/min). La composicion 1lipidica
utilizada fue fosfatidil colina (PC) de
huevo o de soja (0,5 mg/ml, con o sin el
agregado de Clyfe o vit E) y se utilizaron
dosis de radiacion comprendidas entre ¢ y
1606 By.

Para la evaluacion de la LP se determino la
quimioluminiscencia (QUL) utilizando un
contador de centelleo liquido y ae
realizaron deterainaciones de la forsacion
de malondialdehido (MDA) vy de dienos
conjugados utilizando tecnicas
espectrafotometricas.

Los resultados obtenidos desuestran que
para una waisma dosis de radiacion (60 8y)
la PC de soja sufre una mayor
lipoperoxidacion que la PC de huevo, hecho
que pusde ser explicado teniendo sn cuenta
el diferente grado de saturacion de los
lipidos considerados.

Daiio Celular-Mutagénesis

TRANSFERENCIA PASIVA  DE  ALTERACIONES  MNEUROMUSCULARES  MEDIANTE
INHUNOGLOBULINAS DE ESCLEROSIS LATERAL ANIOTROFICA (ELA). {Passive
transfer of neuromuscular ilteratinns by amyotrophic lateral sclerosis
insunoglobulins)_ Protti, ,_Scornik, F. 5., Fuaberg, C.6. ,
Alvarez, V., Meziv,A., Ucmtel,u 9. Instituto de Biologia Celular,
fac, de Med., Universidad de Buenos Aires.

La ELA es una enfermedad caracterizada por la denervacion de las
fibras susculares esqueleticas resultante de 12 suerte de las neuronas
actoras. Un proceso autoinaune ha sido postulado coso responsable de
la degeneracion neuronal. Con el objeto de transferir algunas de las
caracteristicis de esta enfersedad del husano al raton se utilizaron
1g de & pacientes de ELA ,Ig noreal e 1g de 2 pacientes con otras
entersedades neurologicas. Las Ig fueron aplicadas sobre la superficie
de} susculo levator auris del raton mediante la inyecrion subcutanes
de 50 ul conteniendo 1 mg de Ig. Esta aplicacion se repitio & veces
durante 2 seaanas. Los musculos fueron disecados 4 a 12 sesanas
despues de iniciado el tratasiento para estudiar electrofisio-
logicasente la actividad sinaptica sediante electrodos intracelulares
y fueron posteriorsente tenidos con una tecnica argentica combinada
para evidenciar la colinesterass de las placas y los axones.

No se observaron alteraciones en Ia frequenica ni aaplitud de [os
potenciales miniatura en los susculos tratados con Ig control . En los
susculos tratados cor 4 Ig de ELA se registraron potenciales miniatura
con una frecuencia sayor que la control. Tasbien se encontraron fibras
ausculares donde no se registraron potenciales miniatura. €n 3
susculos tratados con Ig 5 se observo una ausencia total de la
actividad sinaptica.

Mediante 12 estisulacion del nervio con un electrodo de succion se
estudio el contenido cuantico de la liberacion evocada en Ringer con
bajo Ca** y alto Mg**. Los susculos tratados con Jg de ELA smostraron
en la mayoria de los casos un incresento ep el nusero cuantico y en
algunos un decreaento del misso. La presencia de fibras musculares sin
respuesta sinaptica evocada fue un hallazgo frecuente.

Los estudios sorfologicos mostraron  placas neura- susculares
denervadas y degeneracion axonal en la sayoria de los sustulos
tratados con Ig de ELA pero no en los controles.

EFECTO MUTAGENICO  SINERGICO PRODUCIDO POR
COMBINACION DE UV Y BLEOMICINA EN POBLACIONES
DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE (Synergic mutagenic
effect produced by UV and blecmycin in populations of
Saccharomyces  cervisiag). Ulo, O. Severgnini, A 'y
Nunes, E. Departamento de Biofisica, Facutad de
Medicina, Montevideo, Uruguay.
La frecuencia mutagénica total (M(z)) producida por la
de ag a fas dosis x e y
podria depender de los tipos de reparacion del ADN que
se ponen en juego en 8l procesamiento de las lesiones
producides y de la letalidad oo la combinacion. De
acuerdo a Mitchel y Morrison (1987) la frecuencia de
mutacién produckia por un agente altamente mutagénico,
disminuye en presencla de otro que produce lesiones
una via de reparacién sin eror. Esta
observacién podria  explicarse en las  siguientes
. @) que las leslones producidas por los dos
agentes se reparen por dos vias con distinta probabilidad
de emor, b) que una o ambas vias sean inducibles, ¢) que
ambas vias compitan por el mismo sustrato.
Se estudid el efecto génico de las di les UV
(lesiones procesadas por una via sin error) y de la
bleomicina (lesiones procesadas por vias con distintas
probablikiades de error) como agentes Unicos y en
combinacién. Se utllizaron la cepa sawa}e SCTK fis y la
cepa pgod-t Hs e en vesis  Inducida).
Se irradiaron muestras aleatorths on fase exponencial con
UV (18 W, 2537 A, =~ 60 J/m?) y luego se las sometid a
dosis creclentes de bisomicina (0 - 150 ug/mi). Se
demaostraron fos  sigulentes  hechos: 1) La frecuencia
mutagénica total (M(z)) producida por la combinacién de
ambos agentes es més que adhiva, 2) M) es
significativamente mayor para la cepa SC7K lis. 3)
Existe ol en la p por la
combinacion de UV y Dbleomicina de acuerdo a
observaciones previas (Barrios ot al, 1990). Estos hechos
evidencian la existencia de por lo menos dos etapas
en la p 6n de las lesiones letales y
mutagbnlcas provocadas por ambos agentes, las que se
indeper ne. Una disminucién de la
probabﬂdad de mutacin en el caso de combinacién de
agentes podria explicarse en base a una disminucién de la
probabllidad de sobrevida de las mutantes.




ROTURAS DOBLES DE ADN Y SU HELACION CON LA
LETALIDAD CELULAR. Nunes, E, Baur, M. y Nuesse, M.

Laboratorio de Radiobiologla Celular. Departamento  de

Blofisica, Facultad de Medicina, Momsvideo, Uruguay y
lischatt  fuer und | g, Neuherberg

y Frankfurt/M. Alemania.

Las roturas dobles de ADN (DSB) son imporantes en la

produccién de lesiones letales y 188 Cr¢ 6

en es celulares conn es  lonizantes

o agemes quimicos radlomiméticos.  En el presente trabajo
se estudia la produccién de DSB espontdneas en poblaciones
haploldes en distintas condlciones (distintos tiempos en fase
estacionaria). Se anallzan sl la y la
probabliidad de mutacibn espontdnea e inducida (reversion a
fa prototrofia), asi como la densidad de probabilidad de
contenido de ADN. Medidas de 0DSB: electroforests por
campos pulsados ortogonales y exploracibn de geles con
densitémetro laser. Las curvas de densidad de contenido de
ADN se obtuvieron con citometria de flujo. La sobrevida y
la frecuancla mutagénica se  estudiaron tanto  para
como Fuente: Co60,
doslmetrla por (SO4)2Fe y TLD, O < D < 800 GyD = 37
Qy/min. Se utilizaron dos cepas de S.cerevislae de tipo
salvaje con los marcadores US, ILV. TRP y ADE y una
mutante isogénica afectada en la sintesis de glutation (gsh-).
Los medlos nutrlentes y de omision utilizados fueron los
convenclonales para este eucariots.
Se comprobé una acumulacién de lesiones tipo DSB en
poblaciones  estacionarias no iradiadas, las que pueden
repararse en condiciones que permiten la duplicacin del
ADN (viabilidad = 100%, para 7 DSB p/genoma). La
radiorresistencla de estas poblaciones disminuye en funcién
del tiempo en fase estacionaria. Este hecho puede deberge a
la  disminuciéon en las de
recombinacional  (ATP- dependleme) y a la acumulaclbn de
DSB esponténeas e Inducidas por la absorcion de la energia
radiante. La ausencia de glutaticn no influye sobre la
letalidad espontdnea ni Induclda por las radiaciones en
poblaciones de hasta 14 dfas en fase estacionaria. En
cambio, el glutation se comporte como antimutagénico,
cor do  pr e las leslones por radicales
libres producidas en las bases.
Agradecemos el apoyo do los Profs. Eckardt-Schupp y W.
Pohit en la realizacién de este trabajo.
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HEAT EBHOCK, LETALIDAD ¥ DMUTAGENREIS Ri
CEREVISIAR

SACCHAROMYCRS

E.C.Candreva, D.Keszenman, A.Salvo, E.Barrios,
U.Gelds y E.Nunes. Dpto. de Bilofisica.

Fac. de Medicina. Montevideo. URUGUAY.

Las proteinas de "heat shock"” (HSP) se traducen
o activan frente a hipertermia (HT) y otras
perturbaciones del medio (stress),produciendo
termotolerancia. Esta respuesta ha sido
detectada en todos 1los sistemas biolégicos
analizados y constituye un modelo de regulacién
génica. En el presente trabajo,se analizan los
efectos letales y mutagénicos a temperatura
elevada (50°C) en funcién del tiempo de
exposicién (t),en poblacionea estacionarias.
Parte de las muestras fueron tratadas con un
“"heat shock"” previo (38°C,1-2 h) en medio de
cultivo con y sin cicloheximida (CHM=10ug/ml).
Se utilizé una cepa haploide auxotréfica para
lisina,medios de cultivo y de omisién
convencionales, temperatura de incubacién 30°C.
Se detectd termotolerancia relativamente baja
para “heat shock” previos de 2h de
duracidn, independientemente de la presencia de
CHM. En 1la interpretacidén de easte hecho debe

considerarse que la termorresistencia se
expresa constitutivamente 1luego del cambio
diduxico.En cambio,las HSP se inducen

masivamerite en fase logaritmica luego del "heat
shock"”. La frecuencia mutagénica M(t) presenta
un curso exponencial a partir de un tiempo de
exposicién de 30 min y disminuye para muestras
tratadas con "heat shock" mientras que la CHM
revierte este efecto. Estos hallazgos sugieren
Qque las HSP protegen al ADN de 1los efectos
mutagénicos de la HT y que la CHM por su efecto
inhibidor de la sintesis proteica,contrarresta
el efecto del "heat ehock” en nuestras
condiciones experimentales.

PROTECCION DEL DANO MIOCARDICO POR ROSA DE BENGALA COMO INDUCTOR DE DAMO GENETICO Y ENZIMAS

CLORICROMENO (Protection of myocardial ANTIOXIDANTES. (Rose Bengal as inductor of genetic

damage by cloricromene). Llesuy §., Gonzalez damage and antioxidant enzymes). Carballo, M., Alvarez,

Flecha B., Milei J. y Boveris A.. Catedra de S., Preciado, M.V. y Boveris, A. Div. Fisicoquimica,

Fisicoquimica, FFyB, UBA, Argentina. Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad de
Buenos Aires.

El Rosa de Bengala (tetraclorotetraiodouranina,RB)

El cloricromeno (AD,) es un derivado

cumarinico ampliamente utilizado on el es capaz de inducir genotoxicidad en cultivo de 11nfo_3
tratamiento de afecciones relacionadas con c? sangre periférica en concentraciones de 107'M
la sintesis de prostaciclinas, en y 10 M. En este trabajo se estudié el efecto antes

dilataciones coronarias y en la dissinucion mencmnado a_ mayores concentraciones de RB (107%M,
de la agregacion plaquetaria. La accion dal 107°M y 1076 M) complementando dicho andlisis con 1la
AD. como cardioprotector e inhibidor de los determinacién de enzimas antioxidantes (Superbxido
radicales libres del Oz no ha sido aun bien dismutasa: SOD y Catalasa: Cat) constituyentes del
estudiado. principal sistema de defensa de la célula contra aumen-
En el presente trabajo se estudio #1 efecto tos en las velocidades de generacién de intermediarios
del AD, sobre el daho cardiaco producido por de la reduccién del oxigeno. Los cultivos fueron reali-
isquemia-reperfusion mediante microscopia zados con sangre entera en presencia de medio Ham's
electronica (ME), quimioluminiscencia F 10, suplementado con Suero Fetal Bovino y Fitohemaglu-
iniciada por hidroperoxido de terbutilo (GU) tinina P, como agente mitbgeno, siendo incubados durante
y electrocardiograma (EC). Se trabajo con 20 60 h a 37°C. Se trabajé con 2 lotes, uno de los cuales
conejos divididos en 2 grupos a)control vy fue mantenido en oscuridad y el otro sometido a la

b)AD. (0,25 — ©,50 mg/Kg peso, iv durante accidén de la luz fluorescente durante 180 min. La deter~
toda la operacion). Ambos grupos fueron minacién de enzimas antioxidantes se realizé mediante
anestesiados, traqueotomizados vy se les la técnica de Beers y Siner (1952) para Cat y Mc Cord
realize toracotomia. Despues de 10 wmin de y Fridovich (1969) para SOD. Los resultados obtenidos
oclusion (16°1) de 1a arteria coronaria revelan un incremento dosis-dependiente en: a) la pro-

descendente se toma una muestra y luego a duccibn de aberraciones cromosdmicas (AC) en los culti-
los 1@ min de reperfusion (10°R) otra. vos, en oscuridad (IO'AM: 2.0120.14; 107°M: 1.68+0.15;
Los resultados indican que la QL (cpm/mg 100 u: 1.3740.12) con respecto al control (0.1410.04)
prot) del grupo control fue de 7000 + 1100 el cual se observa con mayor significacién en los culti-
(18°1) y 15000 + 900 (10°'R) mientras gue vos expuestos a la luz. b) los niveles de enzimas anti-
para el grupo AD. fue de 6000 + 800 (10°1) y oxidantes: SOD (Oscuridad: 10 'M: 62.5%; 107°M: 46.0%;
6300 + 700 (10'R). La ME muestra una marcada 10 M: 30.0%; irradiados: 1074M: 60.7%; 10-5M: 61.0%;

proteccion del dafo mitocondrial, 10 M: 40.0%) y Cat (Oscuridad: 10~ “P;.l' 143.0%; 107 :
observandose tambien mejoras en el EC. Estos 61.0%; 10‘6M 44,0%; irradiados: 107%M: 144.0%; 1075 M:
resultados sugieren que el AD. podria tener 71.0%; 10°5M: 61, OZ) Los resultados sugieren que el

incremento de AC y nivel de SOD y Cat se deberia a
la generacién de radicales libres del oxigeno en combi-
nacibén con una interaccién directa entre el ADN y el RB.

una accion protectora sobre el dafto
producido por isquemia-reperfusion.






