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CONFERÊNCIA DR. REINALDO DIPOLO 

REGULACION DEL INTERCAMBIADOR Na/Ca POR Ca + .. 
INTERACCION DE LTGANDOS CON EL SITIO REGULATORIO. 
EFECTOS DE ATP, Na , CATIONES MONOVALENTES Y Mgj. 
(Regulation of Na/ca exchange by Ca 2 t . Ligand 
interactions with the regulatory site: the effect of 
ATP, Na. monovalent cations and M g ^ ) . DiPolo, R. y 
Beaugg, L. IVIC, Caracas, Venezuela e Instituto M. y 
M. Ferreyra, Cordoba, Argentina. 

Hemos astudiado las características del sitio re-
gulatorio para Ca. del intercâmbio Na/Ca en axones 
dializados de cafamar bajo condiciones de voltaje 
controlado. La activación en la entrada de cálcio 
dependiente de sódio interior (intercâmbio Ca^tNa^ ó 
"modo reverso") por Ca^ se tomo como una medida de 3a 
afinidad aparente dei sitio regulatorio para Ca^. 
Para eliminar la presencia de otras reacciones dei 
intercambiador Na/ca (Na :Ca., Ca Q:Ca. y Na^Na^) Ias 
curvas de activación para ca^ se mtdieron en con
diciones de alto sódio interior y en ausência de só
dio exterior. Los resultados obtenidos indican: i) 
ATP induce un marcado aumento en la afinidad aparente 
dei sitio regulatorio slendo el Kl/2 de 4 yM en au
sência de ATP y de 0.5 yM en presencia de ATP. La 
activación en la entrada de Ca por Na. a Ca. cons
tante no es modificada por ATP. ii) Contrario a la 
marcada inhibición dei sitio de transporte de Ca por 
sódio Interior, el sitio regulatorio no es inhibido 
por Na^. III) A diferejicia+de la interacción de ca-
tiones monovalentes (K , Li ) con el sitio de trans
porte de Ca, la afinidad dei sitio regulatorio no es 
modificada por cationes monovalentes. iv) Mg^ inhibe 
parcialmente la activación dei 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 cálcio bajo condiciones 
de alto Na. en ausência de Na indican que el Ca 
unido al sitio regulatorio no es transportado al ex
terior. 
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Presidente: Dr. Raul Grigera 
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ESTÚDIOS ESTRUCTURALES EN MULTIBICAPAS L I P I D I -
CAS. ( S t r u c t u r a l s t u d i e s on l i p i d b i l a y e r s ) . 
Suwalsky , H. Departamento de Química , Facu l t ad 
de C i ê n c i a s , U n i v e r s i d a d de C o n c e p c i ó n , C h i l e . 

En e s t e l a b o r a t ó r i o se han d e s a r r o l l a d o técnicas 
para p repa ra r m u i t i b i c a p a s l i p i d i c a s con un a l 
to grado de c r 1 s t a l i n i d a d y o r i e n t a c i f i n , l o que 
ha p e r m i t i d o l a d e t e r m i n a c i ó n de sus e s t r u c t u - -
ras por d i f r a c c i ô n de r ayos X. Los f o s f o l l p i d o s 
mas e s t u d i a d o s han s i d o la d i m i r i s t o i l f o s f a t id i^ 
e tano lamina (DMFE) y l a d i m i r i s t o i 1 f o s f a t i d i 1 c o 
l i n a (DMFC) que se encuen t r an , r e s p e c t i v a m e n t e , 
en l a monocapa i n t e rna y ex t e rna de e r i t r o c i t o s . 
Aunque sus c o n f o r i r a c i o n e s m o l e c u l a r e s son muy 
s i m i l a r e s , p resen tan d i f e r e n c i a s e s t r u c t u r a l e s 
y f i s i c o - q u í m i c a s , en e s p e c i a l su compor tamien-
to f r e n t e a la h i d r a t a c i d n . 

Estas m u l t i b i c a p a s han s i d o u t i l i z a d a s para e s -
t u d i a r e l modo como fSrmacos y con taminan tes a-
f e c t a n I a s biomembranas. Los compuestos a n a l i -
zados i n c l u y e n l o s p e s t i c i d a s DDT y p e n t a c l o r o f e ^ 
nol , l o s a n t i b i ó t i c o s c l o r t e t r a c i c l ina y cloran_ 
f e n i c o l y e l a n s i o l i t i c o c l or proma z i na . Para es_ 
t o , mezc l a s e q u i m o l a r e s de cada uno de e s t o s 
compuestos se hacen r e a c c i o n a r con DMFE y DMFC 
en un medio h i d r o f ó b i c o . Las muestras s e c a s , a 
la forma de p o l v o s c r i s t a l i n o s , se someten a la 
d i f r a c c i f i n de l o s r ayos X. A d i c i o n a l m e n t e , cada 
uno de l o s f o s f o l l p i d o s se hace i n t e r a c t u a r con 
s o l u c i o n e s acuosas de l o s f í r m a c o s y contaminan 
t e s , muest ras que también son a n a l i z a d a s por ra 
yos X a t empera tu ras i n f e r i o r e s a I a s de t r a n s T 
c i ó n de l o s f o s f o l í p i d o s . Los r e s u l t a d o s o b t e n T 
dos han p e r m i t i d o d e t e c t a r I a s p e r t u r b a c i o n e s 
que e s t o s compuestos produceu a I a s b i c a p a s l i -
p í d i c a s . 

FONDECYT ( 0 7 8 3 / 8 8 ) y U. de C. ( 2 0 . 1 3 . 7 9 ) . 

ESTHUCTUHA DE LA INTERFAZ MEMBRANA-SOLUCION 
EN BICAPAS UPIDICAS (Structure of membrane-solution 
Interface In lipid bilayers). Disatvo, E_ A_ Area de 
Biomembranas, Instituto de Investlgaclones Fisicoqulmlcas 
Teóricas y Aplicadas (INIFTA), Facultad de Ciências 
Exactas, Universidad Nacional de la Plata, Argentina. 

El conoclmiento de la ublcaclón y el balance hidrofllico-
hidrofóbico de la interfaz hidrocarburo-agua en una 
membrana llpldlca es esencial para establecer las 
condiciones de estabilidad y permeabilldad selectlva de 
membranas celulares. 

Alrededor de un 40% del eapesor total de la bicapa está 
ocupada por grupos polares y agua asociada a ellos. 
Diversos factores flsicoqulmk:os de relevância biológica 
pueden alterar la organizaclón y propiedades 
termodinâmicas de esta zona. Entre los mas Importantes 
se pueden mencionar a In osmosis, la Inserclón de 
carbohldratos y amlnoàcldos, la adsorcfon de Ca2* y la 
Intercalación de péptldos. Todos ellos pueden promover 
perturbaclones en domínios transversales o en ei plano de 
la membrana induciendo câmbios en la permeabilldad 
vlscoelastlcldad y susceptibilldad a la lists por acdón de 
enzimas. 

Métodos ópticos, electroqufmlcos y termodinâmicos 
Indtean que el potencial superficial de una membrana 
llpfdlca puede ser alterado cuando se colapsa o se 
expande por osmosis o cuando se Intercalan moléculas 
formadoras de puentes de hidrôgeno como carbohldratos y 
pcHIoles. Estos resultados permtten establecer Ias 
condiciones de la acclón de derivados de Ias fosfollpasas, 
la estabilidad de la membrana llpfdlca en procesos de 
congeladón, lloflllzaclón y dostildratación y Ia acclón de 
crioprotectores. 

PREDICCION DE ESTRUCTURAS HACROMOLECULARES. (Pre
diction of Macromolecular Structures). Grigera. J.R. 
Instituto de Física de Líquidos y Sistemas Biológicos 
(IFLYSIB), Universidad Nacional de La Plata, La Plata, 
Argentina. 

La predicción de estructura de macromoléculas de 
interés biológico representa un objetivo aún no logra
do plenamente. No obstante se cuenta con un bagaje de 
técnicas que permiten la predicción de algunas estruc-
turas. En particular consideraremos aqui estructuras 
y propiedades de carbohldratos en eolución. Tanto 
mono como polisacáridos representan una clase importan
te de moléculas biológicas. De los muchos poaibles 
enfoques al problema de la predicción de su estructu
ra, la simulación mediante dinâmica molecular ae mues-
tra como una de Ias más promisorias. El método consis
te en simular el comportamiento dinâmico de un aiatema 
de partículas que cumplen con las leyea de la mecânica 
newtoniana. Uno de los aspectos claves para el êxito 
de la simulación radica en la apropiada elección de 
los potenciales de interacción átomo-átomo. Desde un 
punto de vista estricto los potenciales a uti l izar 
deben ser comunas a cada átomo independientemente dei 
compuesto a estudiar. De lo contrario se puede caer 
en la adaptación de los potenciales al deseo de 
obtener una estructura en particular. Se muestran 
ejemplos en los cuales el uso de potenciales seleccio-
nados con critérios generales (y no particularmente 
para carbohldratos) puede, con un manejo apropiado de 
la metodologia, brindar reeultados aatisfactorios. A 
manera de ejemplo se citan Ias estructuras en solución 
acuosa y no acuosa d* diversos polialcoholes y la 
comparación de los resultados con la información expe
rimental disponible. Asimiamo Be ilustra la potencialí-
dad dei método con la simulación de canalee h idrof í l i -
cos e hidrofóbicos. 

INTERACCIÓN PROTEINA-RNA: HETIOtJIL-tRNA SINTETASA COMO 
MODELO.(León ,0. Instituto de Bioquímica. Facultad de 
Ciências, Universidad Austral de Chile) . 

Las aminoacil-tRNA sintetasas son las enzimas 
responsables de la correcta aminoacilación de los 
tRNAs durante la sintesis proteica. El reconocimiento 
específico entre estas enzijnas y sus tRNAs 
correspondientes spn modelos muy atractivos para el 
estúdio de la interacción proteina-RNA. 

Diversos enfoques experimentales han mostrado que 
solo un pequeno número de nucleótidos en el tRNA, 
llamados "elementos de identidad", contienen toda la 
información necesaria para su selección correcta. En 
contraste, la información acerca de secuencias 
aminoacídicas en contacto con tRNA es escasa, debido 
principalmente a la dificultad en obtener cocristales 
de ambas macromoléculas. 

Para obtener este tipo de información, se 
realizaron experimentos de entrecruzaroiento entre 
metionil-tRNA sintetasa (HetRS) de L coli y tRNA*'--* 
modificado en diferentes posiciones. Los péptidos 
entrecruzados fueron identificados y asignados a Ias 
distintas regiones del tRNA. Así, l is ina 402 y 439 se 
encontraron unidas al Loop D y l i s 465 al anticodón. 

Se ha demostrado que el anticodón de los tRNA 
iniciadores es uno de los elementos de identidad más 
importantes para su reconocimiento. Por otra parte, 
l i s 465 ha sido localizada en la estructura 
tridimensional de un fragmento monomérico activo de 
HetRS. Experimentos posteriores de mutagenesis 
dirigida en distintos aminoácidos de esta region de 
HetRS han permitido establecer trp 461 cumple un papel 
importante en la union del tRNA interaccionando con la 
citosina 34 dei anticodón. 

Estos resultados muestran la validez dei 
procedimiento de entrecruzamiento utilizado ya qu3 han 
permitido localizar en MetRS el s i t io de union del 
anticodón, elemento determinante en el reconocimiento 
de los tRNAs iniciadores. 



R E S U M E N E S R391 

MECANISMO DE LA DESPOLIMERIZACIÓN DE NICROTUBULOS POR 
CÁLCIO. (Mechanism of microtubule depolymerization by 
calcium). Monaaterio, 0. y Soto, C. Departamento de 
Biologia, Facultad de Ciências, Universidad de Chile. 

Tubulina, un heterodimero de peso molecular 110.000 
autoensambla formando micro túbulos. La estruetura del 
polímero depende de la naturalexa del metal presente 
en el medio y de GTP. El cálcio despolimeriza loa 
microtúbulos a inhibe la polimerización de tubulina. 

Se ha demostrado que la despolimerización de loa 
microtúbulos inducida por cálcio, se inicia por sus 
extremos. Se sabe que en el microtübulo los extremos 
contendrian tubulina GTP para estabilizar el polímero. 
Nuestro modelo para explicar la despolimerización dei 
microtúbulo y la inhibición de la polimerización se 
basa en los dos hechos anteriores y postula que la 
hidrólisis de GTP inducida por cálcio, tanto en la 
tubulina l ibre como en los extremos dei microtúbulo, 
desfavorecia la estabilidad dei polímero. Nuestroa 
resultados apoyan eBta hipóteeiis pues cálcio estimulo 
la actividad GTPasica de la tubulina de cérebro de 
pollo en 2,56 veces y fue proporcional a la concentra-
ciõn dei metal entre 0,2 y 4,0 mM. La concentración 
necesaria para inhibir la polimerización y desestabi-
l izar los microtúbulos cae en este intervalo^de concen-
traciones. La titulación de tubulina con Ca mostro 
una conducts cooperativa con dos sitios de alta af in i -
dad y vários (30) de baja afinidad. Gadolinio un 
lantánido paramagnético mostro una condueta similar a 
la de cálcio. A concentraciones no saturantes de 
cálcio, el lantánido a bajaa concentraciones produjo 
estimulación de la unión de cálcio y a mayores concen
traciones produjo inhibic ión. Otros lantánidos como 
terbio y europio indujeron polimerización y no estimu-
laron la actividad GTPasica. Concluimos que la hidróli-
sis de GTP podría estar relacionada con la inhibición 
y la despolimerización de microtúbulos. 

Financiado por Proyecto F0NDECYT 1133-89. 

M0DELAJE DE LA ESTRUCTURA TERCIARIA DE PROTEÍNAS. (Mode
ling of the tertiary structure of proteins.) Cid, H. La
boratório de Biofísica Molecular, Depto. de Biologia Mo
lecular, Facultad de Ciências Biológicas y de Recursos 
Naturales, Universidad de Concepción. 

La determinaciõn de la estructura terciaria de una pro
teína significa, aún con suerte, vários anos de trabajo. 
En cambio, los métodos actuales de secuenciaciõn de ADN 
han permitido conocer en corto tiempo la secuencia de va 
rios miles de proteínas. Esta realidad, unida a los re-
querimientos de la ingeniería genética hacen necesario 
impulsar nuevos métodos que permitan determinar directa-
mente la estructura tridimensional de una proteína a par 
t ir de su secuencia. 
Un camino posible está en la comparación de secuencias, 
estructuras secundarias y estructuras terciarias ya de
terminadas, para establecer "patrones estructurales", 
que permitan modelar, por zonas, la estructura problema. 
El número creciente de estructuras terciarias determina
das ha permitido establecer que existen patroneB estruc
turales que se repiten aún en famílias de proteínas 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 
proteínas debe incluir al menos los siguientes pasos: 

- Establecer los patrones conservativos. 
- Alineación con estas secuencias de Ias secuencias co

rrespondientes de la proteína problema. 
- Búsqueda de secuencias para modelar Ias zonas no con-

servativas, o modelaje directo de dichas zonas u t i l i 
zando minimización de energias. 

- ComprobaciÓn dei modelo propuesto. 

Se muestra los resultados de una version simple de este 
sistema de modelaje aplicado a la família de Ias p-lac-
tamasas. 

Proyecto 20.31.34, D.I .U. de Concepción 
Proyecto 89/87 F0NDECYT 

SIMULACI0NES, POR PERTURBACION DE ENERGIA LIBRE, DE LA 
UNION DE CATIONES A VAUNOMICINA. (Free energy perturtnatlon 
simulations of cation binding to Vallnomycln). Alvarez. 0„ Aqvlst, J, y 
Elsenman, Q. Dapartamento de Biologia, Facultad de Ciências, Univer
sidad de Chile, Santiago Chile. Departamento de Biologia Moiecular, 
Centro Biomedico de Uppsala, Uppsala, Suécia. Departamento de Flsio-
logla, Escuela de Medicina, U.C.LA. Los Angeles, California, E.E.U.U. 

Un problema central de la biofísica de los canales Iónlcos y trans
portadores de lones en membranas es evaluar las Iteracciones entre los 
iones y las proteínas, porque determinan su selectividad y rapidez de 
transporte. Los avances reclames en el campo de la computsclón, que 
han permitido la creación de super-corn putadores de laboratório, y el 
progreso en el desarroilo de algoritmos computacionales adecuados 
para la química de las proteínas, ofrecen la oportunldad de poder 
deducir en detalle las propiedades de Ion canales iónlcos de estructura 
tridimensional conocida. Como un paso hacla aumentar la confiabllldad 
de las evaluaciones teóricas de las interacclones ion-protelna calcula
remos las energias de union de iones de metales alcalfnos a Valinomi-
clna, que es un depsipepttdo cíclico quo se comporta como transpor
tador de iones. Escoglmos ia Valinomlcina porque forma complefos que 
contienen un solo ion, unido por medio d» grupos carbonilos, de estruc
tura tridimensional conocida. En estos completos el ion queda encerra
do de tal manera que la forma, tamano y distribución de cargas de 
todos los complejos es virtualmente independiente dei tipo de lon. Esta 
propiedad implica que la selectividad de la Valinomlcina es indepen
diente dei solvente y nos permite usar cálculos in vacuo. Usamos ei 
método de perturbación de energia libre que consiste en simular la 
transformeión de un lon en otro, mediante un cambio de los parâmetros 
que lo describen, en pasos muy chicos, registrando simultaneamente 
los pequenos câmbios de la energia libre dei sistçma. La selectividad la 
calculamos dei total de la energia implicada en el camino recorrido para 
cambiar un ion en otro, menos la diferencia de energia libre de hWrata-
ción de ambos lones. El êxito de estos cálculos, ademas de afirmar la 
validez de los métodos usados, nos permitió refinar la description 
teórica de los grupos carbonilos de los esters. 

Este trabajo fue financiado en Chile por el FONDECYT, proyecto 1112-
1969, en Suécia por el NFR, y en los Estados Unidos por el USPHS, 
proyecto GM-24749. 



SIMPÓSIO: "TRANSDUCCION EN SISTEMAS BIOLÓGICOS" 

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

EL CUERPO CAROTIDEO COM3 SENSOR POLIMDDAL. (The carotid 
body as a polymodal sensor). Zapata, P. Laboratório de 
Neurobiologia, Universidad Católica de Chile. 

El aparato quimiorreceptor del cuerpo carotideo 
está constituido por células glómicas (receptoras) y 
terminaciones sensoriales de neuronas aferentes prima
r ias . Existen numerosos estúdios sobre los mecanismos 
biofísicos y bioquímicos que podrían participar en la 
transducción dei estimulo químico a nivel de la célula 
glómica y en la transferencia de senales desde dicha 
célula a la terminación sensorial. 

También existe información abundante sobre la 
función quimiosensorial dei cuerpo carotideo, en cuanto 
a detección de câmbios en los niveles fisiológicos de 
p02, pC02 y pH de la sangre. Sin embargo, estúdios 
realizados con cuerpos carotideos in vitro indican que 
este organo podría detectar también câmbios de la 
osmolaridad (Gallego et a l . , 1979), dei f lujo (Alcayaga 
et a l . , 1988, 1990) y de la temperatura (Gallego et 
a l . , 1979; Eyzaguirre & Zapata, 1984; Zapata et a l . , no 
publicados) del medio de superfusión. La información 
sensorial sobre estos estímulos físicos es conducida 
por Ias mismas fibras cuya frecuencia de descarga es 
alterada por los estímulos químicos "tradicionales". 

Se ban realizado también registros de actividad 
sensorial o de reflejos ventilatorios que muestran que 
los cuerpos carotideos in situ responden a câmbios de 
la osmolalidad plasmática (Gallego S Belmonte, 1979), a 
câmbios limites dei f lujo sangüíneo (Iturriaga et a l . , 
1986, 1988) y a câmbios discretos de la temperatura 
local (McQueen & Eyzaguirre, 1974) y corporal (Fadic et 
a l . , 1989; Loyola et a l . , 1990). 

Se concluye que el mismo aparato y mecanismo 
quimiorreceptor dei cuerpo carotideo sirve a l menos 
funciones polimodales de quimiosensor, osmosensor, 
reosensor y termosensor. 

(Financiamiento FONDECYT, DIUC y Fund. Gildemeister). 

EL GMP CÍCLICO COMO MENSAJERO EXCITATORIO DE LA 
TRANSDUCCION EN EL FOTORRECEPTOR DE UN INVERTEBRADO. 
(Cyclic GMP as the excitatory messenger of transduction In an 
Invertebrate photoreceptor). Baclgalupo, J., Johnson, E.C. y Llsman, 
J.E. Depto. Biologia, Fac. de Ciências, Unlversldad de Chile, Physiology 
Dept., Marshall University Sch. of Medicine, Huntington, WV y Biology 
Dept., Brandels University, Waltham, MA, USA. 
El mecanismo de la fototransducclon consta de vários pasos, los que 
median entre la fotoactlvaclán de la rodopslna y el cambio de 
conductancla de la membrana del fotorreceptor. Mensajeros 
secundários estan Implicados en este mecanismo. En Invertebrados la 
naturaleza del mensajero secundário que participa en este proceso 
abrlendo los canales dependientes de luz no habfa sido establecida, 
aunque estúdios prévios sugirieron que este podria ser el QMPc. Para 
resolver este problema, nosotros estudlamos parches de membrana 
aislados del fotorreceptor ventral de Limulus usando la técnica de patch 
clamp. Previo al alslamiento, comprobamos que la membrana 
contuvlera canales dependientes de luz y no contuvlera canales voltaje-
dependlentes. Los parches de membrana estaban orientados con el 
lado Interno hacia afuera. Cuancio expuslmos el lado interno del parche 
de membrana aislado a solution Interna (SI: 300 mM KCI, 2 mM MgCL 
5 mM Hepes, pH 7.0, S mM BAPTA y CaCL,, pCA 7.0) la actividad de 
canales era extremadamente ba|a. Sin embargo, si se perfundfa con SI 
conteniendo concentraclones |/M de QMPc, la actMdad de canales 
iónico8 aumentaba considerablemente. El efecto del GMPc era 
reversible y dependlente de la concentraclón de GMPc. Una 
comparación de los canales de dependientes de GMPc con los canales 
dependientes de luz que se registran en la célula intacta nos 
permltlefon concluir que ambos corresponder! al mlsmo canal iónlco y 
que el GMPc es el mensajero que participa en el mecanismo de 
fototansducdón produclendo la apertura de los canales. Como SI no 
contenla ATP, la action del GMPc sobre los canales no es mediada por 
fosforllaclón. 

ESTÚDIOS DE LA TRANSDUCCION QUÍMICA Y 
MODULACI0N DE LA ACTIVIDAD ELECTRICA EN EL 
EPITELIO OLFATORIO. Baclgalupo, J., Delgado, R., 
Monasterio, O., Montecinos, H., Morales, B., Schmidt, P. 
y Labarca, P. Centro de Estúdios Científicos de 
Santiago, Casilla 16443, Correo 9, Chile y Depto. de 
Biologia, Facultad de Ciências, Unlversldad de Chile. 

Los mecanismos de transducción química y de 
modulación de la actividad eléctrica en el epitelio 
olfatorio no han sido resueltos. La evidencia 
experimental sugiere que los prlmeros eventos en la 
transducción olfatoria involucran la modulación por 
agentes odorantes de los niveles intracelulares de AMPc e 
IP3. Existe, además, evidencia Indirecta de que algunos 
odorantes podnan modular dlrectamente la actividad de 
canales lónicos en la membrana de los cilios olfatorios. 

Nuestro grupo de investigation está abocado al 
estúdio de la transducción química en el olfato usando 
aprox imac iones b ioquímicas , b iof ís icas y 
electroflsiológlcas. Los estúdios bioquímicos se reallzan 
en una preparation de cilios purificados dei epitelio 
olfatorio de anfíbios y se concentran en investigar la 
modulación de la actividad adenllato clclasa por 
odorantes. Esta preparation es usada también en el 
trabajo de reconstltuclón de los canales lónicos presentes 
en cilios olfatorios en membranas lipldicas planas. Los 
estúdios electrofisiológicos están dirigidos a investigar la 
modulación de la actividad eléctrica por odorantes en 
neuronas olfatorlas aisladas; y los mecanismos de 
conductancla voltaje-dependientes que regulan la 
actividad eléctrica en la célula olfatoria. 

CORRI ENTE DE CÁLCIO, MOVIMIENTO DE CARGAS Y 
LIBERACIÓN DE CÁLCIO EN EL ACOPLAMIENTO 
EXCITACION-CONTRACCION. ( C a l c i u m c u r r e n t , 
c h a r g e movement and c a l c i u m r e l e a s e i n 
e x c i t a t i o n - c o n t r a c t i o n c o u p l i n g ) . Brum, G. 
Depar tamento de B i o f í s i c a , F a c u l t a d de 
M e d i c i n a , M o n t e v i d e o , URUGUAY. 

En e l músculo e s q u e l é t i c o l a l i b e r a c i ó n de 
c á l c i o p o r e l r e t i c u l o s a r c o p l a s m a t i c o e s t á 
c o n t r o l a d a p o r e s t r u c t u r a s s e n s i b l e s a l 
v o l t a j e u b i c a d a s a n í v e l d e i t ü b u l o T . Se ha 
p r o p u e s t o que e s t o s s e n s o r e s de v o l t a j e son 
l o s r e c e p t o r e s de a l t a a f i n i d a d de 
d i h i d r o p i r i d i n a s (DHP) que s e a i s l a n d e i 
múscu lo . E s t a h i p o t e s i s s u g i e r e que e l 
s e n s o r de v o l t a j e p r e s e n t e p r o p i e d a d e s 
s i m i l a r e s a l c a n a l de c á l c i o . M e d i a n t e l a 
t é c n i c a de l a f i b r a c o r t a d a hemos e s t u d i a d o 
e l e f e c t o de l a s DHPs, e l D600 y l a 
s u s t i t u t i c i ó n d e i c á l c i o e x t r a c e l u l a r p o r 
o t r o s c a t i o n e s s o b r e e l m o v i m i e n t o de c a r g a s 
y l a l i b e r a c i ó n de c á l c i o . L o s r e s u l t a d o s 
o b t e n i d o s muest ran que e x i s t e un p a r a l e l i s m o 
e n t r e l o s e f e c t o s isobre e l m o v i m i e n t o de 
c a r g a s y l a l i b e r a c i ó n de c á l c i o de e s t a s 
man iobras e x p e r i m e n t a l e s . 

E s t a s o b s e r v a c i o n e s s e i n t e r p r e t a r a n en b a s e 
a un mode lo de c u a t r o e s t a d o s d e i s e n s o r de 
v o l t a j e d e i a c o p l a m i e n t o e x c i t a c l ó n -
c o n t r a c c i ó n . 

FONDECYT 1167-88, N.I.H. GM35981, FONDECYT 
1133-89, FONDECYT 1116-90. 
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INOSITOL TRISFOSFATO: METABOLISMO Y RECEPTORES 
EN MEMBRANAS AISLADAS DE MUSCULO ESQUELÉTICO 
DE ANFÍBIO. (Inositol triphosphate: metabolism and 
receptors in membranes Isolated from amphibian skeletal 
muscle). Hidalgo, C. Carrasco. tA_ A ^ Sanchez. y Rolas, 
0_ Centro de Estúdios científicos de Santiago y 
Departamento de Flslologla y Biofísica, Facultad de 
Medicina, Universidad de Chile, Santiago, Chile. 

Sa ha estudiado el metabolismo de Inositol 1,4,5-
trlsfosfato (IP3) en membranas de tubulos transversales (T-
T) y retlculo sarcoplasmático (RS) aisladas de músculo 
esquelético de anfíbio, encontrando qua la qulnasa que 
fosforlla fosfatidllinosltol (PI) a fosfatldlllnosltol 4-fosfato 
(PIP) se encuentra en ambas membranas, an tanto que la 
que fosforlla PIP a fosfatidllinosltol (4,5)-blsfostato (PIP2), 
el precursor directo de IP3, está presente solo en Ias 
membranas de T-T. Se encuentran tambien asodadas 
preferentemente con los T-T Ias enzimas que hidrollzan IP3 
a inositol blsfosfato, inositol n.onofosfato e Inositol. Tanto 
la cantldad de PIP2 formado como la velocidad de hidróllsls 
de IP3 son compatibles con los requertmientos dei modelo 
que postula al IP3 como mensajero químico responsable dei 
acoplamlento excltaclon contracclon en músculo esquelético. 

Exlsten canales de cálcio sensibles a IP3 en membranas 
de RS, con propiedades semejantes a los canales que 
corresponded al receptor de ryanodlna Se ha investigado, 
por lo tanto, la presencia de receptores a IP3 en 
membranas de RS, encontrando que existe unión especifica 
(1-3 pmoles/mg de proteína) pero con una afinidad 
considerablemente menor que la descrita en atros sistemas 
celulares (Kd a 100 nM). Se aislo el receptor de ryanodlna 
de Ias membranas de RS y se encontro que los receptores a 
IP3 no slempre copurlflcan con los receptores de ryanodlna, 
lo que sugiere que distintas moléculas poseen actividad de 
canal de cálcio con propiedades similares. 

Se dlscuten estos resultados en términos dei poslbte 
papel del IP3 en el acoplamlento en músculo esquelético. 
Financiado por FONDECYT 972-88, DTI, NIH QM3S981. 

DEPENDÊNCIA I0NICA DE LA REGULAMOS DEL VOLUMEN CELULAR 
EN LA PORClON 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 
Biofísica, Instituto de Ciências Biomédicas, Universida 
de de São Paulo, Brasil . ^Departamento de Clinica Médi
ca, Faculdade de Medicina, Universidade de São 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 hypoosmocic 
solutions. Under hyperosmotic conditions only an osmo-
metric response was found, with no volume regulatory in
crease (VRI), The removal of Cl" or H C 0 3 ~ abolished the 
volume regulatory decrease (VRD) normally observed dur
ing exposure to hypoosmotic solutions. Re-addition of 
these ions did not e l ic i t the VRD response. The removal 
of K* from hypoosmotic solutions abolished VRD but its 
re-introduction restored the volume regulatory response. 
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 Cl", HC03~, Na + and K + , with different 
patterns of response being observed upon addition or de
letion of these ions. 

SIMPÓSIO: "FUNCION Y MODULACION DE CANALES IONICOS" 

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

MODULACION DE CANALES IONICOS EN Drosophila Y MUTANTES 
NEUROLÓGICOS. (Modulation of ion channels in Drosophila and 
neurological mutants) Ramón Latorro, Ricardo Delgado y Pedro 
Labarca. Departamento de Biologia, Facultad de Ciências, Universidad 
de Chile y Centra de Estúdios Científicos de Santiago, Santiago, Chile. 

Con el fin de elucidar el papel de los canales iónlcos en la actividad 
concertada de las células excltables es de gran Interes estudlar 
aquellos que son regulados por segundos mensajeros. Tanto las 
neurones como los músculos de la mosca Drosophila melanogaster nos 
proveen de excelentes preparaclones en donde la modulation de la 
actividad eléctrica puede Invastigarse s nrvel de canal único. Más aún, 
se han Identificado mutantes cuya exctabllidad celular está alterada y 
en algunos casos se ha demostrado que la alteración genética se 
restringe a una sola class de canales iónlcos. 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 fosTodiesterasa II lo que conduce a 
una acumulaclón dei AMPc intracelular. 

Registros de la comente que pasa a través de canales únicos en 
músculos longltudlnales-ventrolaterales de la larva de Drosophila, 
mediante la técnica de patch clamp, rcivelan la presencia de un canal 
selectlvo al K + y que es actfvado de manera dlrecta y reversible por el 
AMPc. Las curva de dosis-respuesta revela que la constante de 
disociaclón aparente entre el canal y el AMPc es de S0.8 uM y que el 
número de Hlll es de 2.9. Esto sugiere que a lo menos se necesltan tres 
moléculas de AMPc para la actlvaclón completa dei canal. El canal es 
especificamente actfvado por al AMPc ya que su comportamiento no es 
modificado por una serie de otras moléculas como AMP, QMPc, ATP, 
IP3 y Ca2*. Estos mismos canales se han detectado en una serie de 
mutantes dunce y en todos ellos muestran una probabilldad de apertura 
mucho mayor que en la cepa silvestre. Este hallazgo sugiere que en los 
mutantes la conductancla al potasio de la membrana dei músculo es 
mayor que en la cepa silvestre y por lo tanto sus parâmetros de 
excitabllldad diferentes. 

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

The cerebral cortex receives a dense cholinergic 
Innervation. To better understand the actions of 
acetylcholine in this region and Its underlying Ionic and 
molecular mechanisms, I have used current and single 
electrode voltage clamp techniques in In vitro brain slices. 

Bath administration of the cholinergic agonist carbachol 
elicited a dose-dependent depolarization of the cell 
membrane. This depolarization was small and generally 
failed to bring the neurons to spike threshold. In 
addition to these effects, carbachol also reduced the 
calcium-activated potassium current present In these cells 
and elicited its replacement by a slow calcium-dependent 
inward aftercurrent. When carbachol administration was 
paired 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, a process that resulted in the appearance of an 
activity-dependent depolarization which summed to that 
elicited directly by carbachol. All of these effects were 
blocked by atropine and plrenzeptne indicating that they 
were mediated by muscarinic receptors. Thus, by 
simultaneously acting on at least 2 distinct membrane 
currents, muscarinic receptors In the prefrontal cortex can 
increase cell excitability in a manner that Is conditional 
upon the simultaneous presence of a separate excitatory 
input onto these cells. 

Financiado por FONDECYT 1167-88,451 -88 y NIH GM-35981 
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MECANISMO INTRACELULAR DE UNA lK LENTA 
INDUCIDA POR LA SEROTONINA EN UNA NEURONA 
IDENTIFICADA DE CARACOL Gerschenfeld. H.M. y. 
Paupardln-Trttsch. D, Laboratolre de Neurobiologle, Ecole 
Normale Supérleure, 75005 Paris, Francia. 

En la neurona F2 dei caracol Hellx aspersa, la 
inyección iomoforétlca de serotonlna (5-HT, 500 ms) 
provoca una Ik lenta (de vários minutos de duration) 
insensible a ios câmbios en [Ca]i y que presents una 
marcada rectification de sallda. Esta Ik 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 
'rápida', una lin asoclada al clerre de canales S-K+ y otra 
Ik lenta que presenta una rectification de entrada). Como 
la Inyección Intracelular de AMPc en la neurona F2 Induce 
también una Ik lenta, se dostAcó la adenilclclasa en 
neuronas F2 aisladas con un método de mlcraensayo 
biqufmlco. La serotonlna y la forskollna estimulan la 
actividad de esta enzima Li aplicaclón de forskollna 
Induce también una Ik lenta en la neurona F2 mlentras 
que la Inhibition de la fosfodlesterasa por la 
Isobutllmetlbcantina (IBMX) ademés de produclr una Ik 
lenta en la neurona F2, causa una notable potentiation de 
la respuesta a la 5-HT. Finalmente, la Inyección 
Intracelular de un péptido sintético que Inhibe la proteína 
klnasa dependleme del AMPc (PKA) bloquea totalmente la 
Ik Inducida por la 5-HT. En conclusion, la Ik lenta 
Inducida por la 5-HT en la neurona F2 resulta de un 
aumento dei AMPc Intracelular que estimula la PKA qulen, 
a su vez, probablemente fosforila una poblaclón de canales 
de K o una o más proteina/s asociada/s a estos canales 
lónicos. 

REQULACION DE CANALES DE K+ EN EL MUSCULO 
USO. Stetanl, E„ y Toro de Stefani, L Dept. Molecular 
Physiology & Biophysics. Ewyior College of Medicine. 
Houston, TX 77030, U.S.A. 

Los canales de K+ actlvados por Ca2+ del musculo 
liso están regulados (positiva o negativamente) por una 
gran variedad de metabolrios. Entre elkts se encuentran: 
neurotranamisores, hormonaa, Ifpidos y nucleótidos 
(acetilcolina, hlstamlna, substancia P, angiotensina II, 
factor cardíaco natriurétlco, adenosine, QMP, cQMP, QDP, 
QTP, colesterol, ácido araquldómco y otros ácidos grasos). 
En anos reclentes se ha demostrado que los distintos 
metabolrtos modulan la actividad de estos canales a través 
da: 1) un cambio en la afinidad dei canal de K+ actlvado 
por Ca2+ (K1/2 se modifica); 2) un corrlmiento paralelo de 
la curva de activation en ei ek* de vottaje; o 3) modificar 
la pendiente de la curva (valentia efectlva) de dependência 
al vo*a|e. El corrlmiento paralelo de la curva de 
dependência al vottaje puede ser una consecuencla directa 
dei cambio en la afinidad por Ca2+. En cuanto a los 
pasos mecanisticos Involucradoa en la modulation de estos 
canales, estúdios reclentes han demostrado o sugerido que 
algunas interactiones pueden ser directas con el canal y 
que otras pueden ser mediadas por proteína Q, segundos 
menaajeros o fosforllaclón. Por ejempto, datos de nuestro 
laboratório han demostrado quo la angiotensina II Inhibe a 
tos canais* de K+ actlvados por Ca2+ provenientes de 
músculo liso de coronarla, poiiblemente de manem directs. 
Por otra parte los canales de K+ acUvadoe por Ca2+ 
provenlentes de miometrlo son actlvados por agonMas 0-
adranérgicos a través de una proteína Q (ao1). Esta 
proteína GTP-dependiente parece actuar de manera directa 
sobre el canal. En conjunto estos datos rssaltan la 
posibilldad que los canales de K+ actlvados por Ca2+ 
puedan ser actlvados o inhlbldoa por metaboHtos sin un 
cambio en la concentration intracelular de Ca2+ 

HOOUTACICa FOR Ca2* T Hg2* EB I A ACTIVKI0* DEL C N N . DE 
CÁLCIO DE RETTCULO SARCOPLASKATICO (RS) BHWTHIJt A IP , . 
B. Suárez, C. Alcayaga y J. Vergara*. Depto. F i s io log la 
y B io f í s i ca , Facultad de Medicina, U. de Chi le , Centro 
de Estúdios Cient í f icos de Santiago y *Dept. of 
Physiology, UCLA School of Medicine. 

El canal de cá lc io de RS sensible a IPj incorporado 
en bicapas presenta las siguientes propiedadesi a ) Es 
activado por XPj (0.5-20 )M) a una [Ca2*) l i b r e en l a 
cara citoplasmática similar a l a del aúsculo en reposo 
(100 nM), y nó a concentraciones menores; b) La ac t iva
ción por IPj es modulada por l a concentraclón de Ca2* 
siendo óptiaa entre pCa 7.0 y 6.0, decreeiendo a menores 
pCa. c ) En presencia de Mg2* (2 mM) la activación dei 
canal por IPj se produce a Menores concentraciones. d) 
l a activación por ATP (0.1-2 BM) es tsabién dependiente 
de Ca2*, no produciéndose activación a pCa 7.0. Estos 
resultados sugieren que e l canal sensible a IPj se 
encuentra cerrado en condiciones f i s i o l ó g i c a s de reposo. 

Nuestras observaciones sugieren un mecanismo de 
retroaliaentaclón negativa de inhibición por Ca2* de l a 
activación de canales de Ca2* aediada por agonistasi e l 
rápido ausento en la concentraclón local de Ca2* en e l 
espacio t r i ád ico coao consecuencla de la activación dei 
canal d iminu i r i a l a afinidad del IP, por su s i t i o de 
union, causando e l c l e r r e dei canal. Aaemas, degradación 
de IP, y e l bloqueo dei canal por a l to Ca. pueden con
t r ibu i r a interrumpir l a l iberación de Ca2*. 

Las propiedades faraacológicas de canales únicos, 
coapleaentarias con la información proveniente de estú
dios de transientas de cá lc io con métodos de imaging 
permiten de f in i r un modelo semiempírico de l iberación de 
Car en músculo esquelét ico, que puede dar cuenta de l a 
magnitud y l a c lnét lca del transients de cá lc io en 
células musculares. 
Financiado por Proyectos Fondecyt • 902, * 972 y Grants 
HTfl GM-35981. 
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Presidente: Dr. Alcides Rega 
Coordinador: Dr. Túlio Núnez 

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

Mg actua como activador esencial de la Na,K-ATPasa. En 
este trabajo se estudiaron la union de Mn-54 a la enzima 
en ausência y presencia de fosiorilación por ATP (a 0°C) 
y los efectos de Mg sobre la fosforilaciõn por ATP y el 
sustrato alternativo AcP en estado pre-estacionario (a 
20°C). La existência de una union estable de Mn a la en
zima dependiõ de su fosforilacíõn por ATP; esta union 
existió tanto como Mn.ElP o Mn.E2P y se perdiõ con la 
defosforilaciõn. La Mn.EP vs. MnC12 siguió una fun-
ciSn Michaeliana con un Km de 0.76 uM, y la relacion 
Mn/Pi fue de 1:1. En el anãlisis de la cinética de fos-
forilación se considero un sistema simplificado donde 
EP vs. t es una reacciõn irreversible de seudo primer 

orden. En presencia de 10 uM ATP, el valor de la constan 
te de velocidad (kf) vs Mg++ se ajusto a una funciõn 
Michaeliana con Km de 20 uM y kfmax de 0.089 ms(- l ) ; 
para MgATP el Km fué de 2.3 uM. En presencia de Mg++ 
•=1 mM y de relacion MgATP / ATP - 10, kf vs. MgATP 
o ATP siguiã una funciõn saturable con K0.5 de 5 uM y 
0.5 uM respectivamente. Con AcP (2.5 mM), kf vs. Mg-H-
obedeciõ igual cinética peso con Km = 2.3 mM y kfmax de 
0.004 ms( - l ) ; e l Km (Mg AcP) fué de 1.6 mM. La union de 
54-Mn a la enzima (en equilibrio y a 20° C) revelo una 
relacion lineal hasta MnC12 de 1.0 mM. Esta relacion 
fui idêntica en enzima nativa o denaturalizada en pre
sencia de Na, K y Na+ADP. Aparte de confirmar la comple-
jidad de la interacción enzima-ATP-Mg, estos resultados 
sugieren que los efectos de Mg-H- con alta afinidad impli 
can la formaciõn dei complejo MgATP. 

AMIL0RIDE ANALOGS IN HilON TRANSPORT IN CORTICAL DISTAL 
TUBULE OF THE RAT. M.J. Lopes, E.J. Cragoe, Jr. and 
G. Malnic. 
Dept. of Physiology and Biophysics, Inst. Ciências Bio
médicas, Universidade de São Paulo, Brasil . 

In earlier studies we have shown that the cortical 
distal tubule secretes H+ions 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 diff icult to define. In 
the present work we used two amiloride analogs, benzamil 
( B ) , a specific Na± channel blocker, and hexamethylene 
amiloride (HMA), a blocker of Na/H enchange, during 
stationary microperfusion experiments. Adding 10~̂ M B to 
the perfusion solution (25mM NaHCOj, 80 NaCl, 5mM KC1, 
1mM CaCl2 , 1.2mMMgS04, raffinose to isotonicity), there 
were no significant differences in stationary pH 
although PD fe l l from -6.814.38 to -2.01t.35 mV in early 
distal tubule (ED) and from -47.3Í2.87 to -6.213.17 mV 
in late distal segments (LD). Net bicarbonate reabsorpt-
ion was not affected significantly in both tubule 
segments. When 10"̂ M HMA was used, stationary pH was not 
significantly affected (P<0.05) in both ED and LD, but 
acidification t/2 increased from 7.82Í1.43 (n=8) to 23.9 
13.21 (16)s in ED, and from 10.711.48 (6) to 17.412.24 
(12)s in LD, causing in both segments a significant fa l l 
in net bicarbonate reabsorption (0.88Í0.17 (8) nmol/cm2. 
s to 0.3310.07 (16) in ED, 0.8110.12 (6) to 0.4010.08 
(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. 

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

El transporte activo de Na y K se efectúa por una serie 
de câmbios de conformacion de la (Na,K)-ATPasa 
Inducidos por la asociaclon y dlsociación de los 
substratos: Na, K y ATP, y por la fosforllaclón y 
desfosforilación de la enzima. En esta presentación se 
discutirán experimentos en los que se utiliza la presion 
hldrostátlca para estudlar câmbios de volumen asociados 
a los câmbios de conformación la relacion entre la 
fluidez de la membrana y la actividad enzimatlca, y 
posibles interacclones entre Ias subunldades de la (Na,K)-
ATPasa. Las respuestas cataWUcas a altas preslones 
(1 bar-1 kbar) son paradójlcas. Cependiendo cuales iones 
están presentes, los aumentos de presion estlmulan o 
inhiben la actividad enzimatlca Los resultados sugieren 
que ciertas formas de la enzima que tienen Iones 
asociados u oclufdos se acumulan al aumentar la presion 
porque ocupan un volumen menor. (Subvencionado por 
ONRN-00014-88-K-0324) 

TRANSPORTE DE HIERRO: UN PR0CES0 CELULAR DE ETAPAS HULTJ_ 
PLES.(Iron Transport: a Multistep Cellular Process) . 
Nunez, M.T. , Gaete, V . , Escobar, A . , Ahumada, A. y Lanau, 
X̂ . Departamento de Bio log ia , Facultad de Ciências, Uni -
versidad de Chile. 

En mamíferos y otros vertebrados el hierro en su esta
do de oxldacion 3+ es transportado desde lugares de ab -
sorciân y almacenamiento a lugares de u t i l i zac ión por la 
proteína plasmãtica transferrina. La union de F e 3 + a 
transferrina ( K a S 0 c . = I O 2 0 ) es termodinâraicamente rever 
s i b l e , sléndo la reacciín de unifin cWíticamente favora
b le . La disociacifin de hierro y transferrina es sin em
bargo lenta, por lo que han evolucionado mecanismos ce
lulares especiales para disociar e l metal a velocidades 
suficientes para satisfacer los requerímlentos celulares. 

En condiciones normales. Ias células obtienen su hie
rro mediante e l proceso de endocitosis mediada por el 
receptor de la ferrotransferrlna. En la vesfcula endocf 
t i ca ocurre una ser ie de eventos secuendales que terrnT 
nan con el paso hacia el c i tosol del hierro inicialmente 
unido a transferrina. Entre los eventos estudiados en 
nuestro laboratório se encuentran: 1.- La acidif icación 
dei lúmen de la vesfcula endocftica mediada por una H -
ATPasa electrogénica y por sistemas de d1sipac16n de gra 
diente e l êc t r i c a ; 2 . - La disociaciôn, o perdida de afinT 
dad, de F e 3 + y transferrina mediada por la ac id i f icaciôn. 
3 . - La reducciôn de F e 3 + a F e 2 + , mediada por sistemas de 
transporte asociados a membrana, y , 4 . - El transporte 
membranoso dei F e 2 + desde el lado luminal al lado c i to -
plasmâtlco. 

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

Financiado por Proyectos F0NDECYT 1003-88 y D . T . I . Uni 
versidad de Chile B-2200. 

http://-2.01t.35
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ÍKANSPORTE Y DISTRIBUCICN DE Z n ( I I ) EN ESPERMATIDAS DE 
RATA. ( Z n ( I I ) transport and distr ibution in rat 
spermatids). 

J.G. Reyes, M.P. Arra te , M. Santander y D.J. Benos. Ins-
t i tu to de Química, Universidad Católica de Valparaiso; 
Depto. F i s io log ía y B io f í s i ca , Fac. Medicina, U. de Chi
l e y Dept. Physiology and Biophysics, University of 
Alabama at Birmingham. 

En espermatozoa, Z n ( I I ) está relacionado con regulacion 
de condensaciôn de cromatina y expresiôn génica, e inhi-
bición del metabolismo celular . Estos ro les intracelula 
res de Z n ( I I ) permiten postular la existência de s i s te 
mas de transporte que internalicen este iôn. Util izando 
los precursores inmediatos de la espermatozoa, las esper 
mátidas, hemos estudiado e l transporte y distribución de 
Z n ( I I ) en estas cé lu las . Util izando 65-Zn(II ) ccmo tra-
zador, nuestros resultados indican: 1) a 34°C aproximada 
mente, 20-30$ del Z n ( I I ) intercambiable está asociado 
con un comportamiento ext racel lu lar . 2) El influjo de 
Z n ( I I ) a 34°C se puede estimar en 1.5-2.0 nmoles/min. 
mg proteína. 3) El inf lujo de Z n ( I I ) es dependiente de 
temperatura, e l Q10 del inf lujo es en promedio 3.6 entre 
4 y 34°C. 4) 80t Z n ( I I ) celular está unido o asociado 
con organelos ce lu lares . 5) La distribución de Z n ( I I ) 
intracelular es modulada por e l metabolismo energético 
ce lu la r . 

Financiado por Gran GAPS 8905 y 9016, Fundación 
Rockefel ler ; Proyecto 90-0142, Fondecyt y Proyecto 
DGI-UCV 125.745-89. 

INTERACCIÓN DE ANESTESI00S OON LOS TRANSPORTADORES DE COLINA Y 
8LUC0SA DE ERITROCtTOS HUMANOS. (Irrtar^lonr/omstMtewtththe 
choline end glucose carriers of human erythrocyte). Deves. R. 
Departamento* Ftetotogtay Biofísica, Facultado» Medicina, Untveritdad 
ds Chile. 

Extstan proposlctones alternativas respecto el mecanismo 
madlanta al cual tos anastástcos itihtban la función da las proteínas da 
membrana. Una hlpotasts propone que estos sj arcar tan su efacto 
indirectamente a través ds una perturbation ds )a metrtz llpfdfca, 
mfentras que otra postula que su arxtón inhtbttoria resultaria ds su union 
dirocta a tos proteínas atectadss. Con el propósito ds Investigar este 
problema, hemos caracterizado rtnst tegmenta to inhlbtción ds los 
transportadores ds colina y glucose dsl erltroclto humano por este close ds 
drogas. Ambos transportadores son inhibidos por anestesia» ds 
estructures diversas (alcoholes allfèttcos y enestesloos locales) en el 
mtsmo rango ds ancentracton en que estos ejercen su efecto 
fermacologteo. La potanole eumentai al aumentar to lipoaolubilkbd, paro 
los iMcenismos ds Inhlbiclón dtfleren oarjendiendo dB la drags y el 
ti ensuu) tador. El transportador ds colina es fnhibfdo noDompetfttvemanto 
por alcoholes allfèttcos (Cj-C,,,) y la Inhlbiclón results ds la union ds el 
menos dos moléculas ds Inhibidor. El efecto es simétrico, es dBcir, se 
ejerce sobre ambos estate ranformerionoles (externo e Interno) px 
igual. Los alcohotos Inter ftoren con la union ds InhibMoras específicos dsl 
ststama como el dsoametonto. Anustéstooe locales, an cambio, inhtben 
comrjetlttvamente y se unen ds preferencia a te forma externa Le 
sstaqueometrie as I: 1 y to formei cargndo dsl anestésloo es to espécie 
acttva En el osso dsl transportado- dB glucosa, los ateoholes irrtarftaren 
con la union dsl sustrato y ds inhlbKtres específicos dsl sistema 
(citoDstasina B y ftoretlne) y to tnteractòh regulars ds mas * une 
molécula de alcohol. Estas observictones sugieren une acclón directa de 
tos drogas sobre estos transpor la lores. Los anastéslcos se unirian a 
reatores htoroMbtces en tos proteínas, expllcánorse est to corretaciòh 
simple entre potência y llposolubllUtad, paro dsrjerallendo ds to estructure 
ds osds transportador to Inhtbictonse axpresoríe ds distintas formas. 
(FlneretadoconPnyectosDTI B2674, FONDECYT 156/89). 

SIMPÓSIO: "BASES MOLECULARES DE PATOLOGIAS HUMANAS" 

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

LAS INMUNOGLOBUUNAS Q (IgQ) DE PACIENTES CON ESCLEROSIS 
LATERAL AMIOTROFICA (ELA) AFECTAN LOS CANALES DE CA SEN-
SIBLES A DIHIDROPIRIDINA DE MUSCULO ESQUELÉTICO. (IgQ in-
munoglobullns of patients with Amyotrophic Lateral Sclerosis (ELA) af
fect the dihydropirldlne-sensitlve Ca channels of skeletal muscle). Del-
bono P., Garcia J., Appel S. H.. Stefanl 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 
ds probable etiologla inmunológlca. Estudiamos la corrlente de Ca (ICa) 
mediante voltage-clamp, empleando la técnica de dobie gap de 
vaselina en fibras aisiadas 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 Incubación en IgQ de 
pacientes con ELA fue de: 2.52 ± 0.04, desplazándose la curva l-V, 10 
mV nada Vm mas positivos. La reladón ICa pico en IgQ test/control 
fue: normales: 0.97 ± 0.013, ELA: 0.75 ± 0.014, Miastenia Gravis: 1.07 
± 0.097, Quillaln Barre: 0.87 ± 0.04, Esclerosts Multiple: 0.97 ± 0.21, 
Slndrome de Eaton-Lambert: 0.95 ± 0.11, Pollneuritls Crônica In-
flamatoria Recurrente: 0.98 ± 0.13. 

El movimiento de cargas (MC) se redujo claramente en presencia de la 
lg de ELA. Tanto el efecto sobre la ICa como sobre el MC no fue 
verificado cuando la preparaclón de IgQ de ELA fue hervlda o cuando 
fue adsorbida a tejido muscular en forma prolongada. 

Los estúdios cinéticos demostrarem que Ias IgQ actúan fundamental
mente sobre la ICa, modificando Ias constantes * y 0 de activación. 
La interacción de la IgQ de ELA con Nifedipine fue dei tipo de 
cooperatMsmo positivo con un coeficiente de MIM para ambas in
dividualmente o en forma asodada de aproximadamente 1. 

La afectación de: a) ICa, b) dei MC, c) el efecto bloqueante voltaje 
dependiente de Ias IgQ y d) la interacción con Nifedipina, sugieren fuer-
temente que Ias IgQ de los pacientes con ELA interactúan 
especificamente con los canales de Ca sensibles a Nifedipina dei sls-

MUSCULO HUMANO EN CULTIVO CONTINUO.UN MODELO 
PARA LA FISIOLOGLA Y FISIOPATOLOGIA 
MUSCULARES. (Human muscle in continous culture. A model 
for muscle physiology and patophyslology) Jalmovlch.E.v 
Cavledes.R. Depto. Fisiologla y Biofísica Fac.Medlclna,U.de 
Chile y C.E.C.S. 
El uso de células en cultivo de músculo esquelético 

presenta ventajas evidentes psra el estúdio de fenômenos 
tales como la transducción de sefiales,canales 
iónlcos.mlogénesls y transporte. El disponer de lineas 
celulares de músculo esqueléteo normal y patológico, puede 
representar una fuente importante para el estúdio de 
funciones musculares en diversas condiciones. 

Hemos caracterizado una llnea transformada de músculo 
esquelético humano normal que exhibe diversos marcadores 
proplos de la célula muscular diferenciada entre ellos 
podemos destacar la inmunocltoqufmica para 
miogloblnamiosina y desmins,presencia de creatina cinasa 
de tipo MM,receptores para alfa-bungarotoxina y 
dihldropiridlnas, diversos canales lónicos medidos con 
"patch-clamp" y una serie de metabolltos dei ciclo de los 
fosfatidll-lnositoles e inosltoles fostatos. 

Inductores de la dlferenciaclón como la insulina-
transferrina y el suero de caballo gatlllan la fusion celular 
con la aparlclón de miotubos multlnucleados y un aumento 
concomitante de los receptores de alfa-bungarotoxina. 

La comparación con células: obtenldas de pacientes con 
dlstrofia muscular Duchenne muestra diferencias en Ias 
pobladonas de receptores de dlhldropiridlnas(canales de 
cálcio) y de alfa-bungarotoxina(canales nlcotinicos de acetil 
colina). 
Financiado por NIH-GM35981 ,Foiidecyt-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 Ulm, 
Albert- Einsteln-Allee 11, D-7900 Ulm, Germany. 

When Bryant discovered that the hyperexcitability in 
human myotonic muscle (New Developments In 
Electromyography, Karger 1973, p 451) was connected with 
a reduced chloride conductance, g,.,, of the sarcolemma, 
the "low chloride conductance theory of myotonia' was 
soon accepted as the general mechanism for myotonia 
However, voltage-clamp studies on excised myotonic 
muscles suggest for all human diseases with myotonia that 
the hyperexcitability may be caused by unphyslologlcal 
gating of the sarcolemmal Na* channels, In some cases 
corroborated by reduced g^. Fleduced c^, was found in 
Becker-type recessive generalized myotonia (Rudel & al., 
Muscle Nerve JM: 202, 1988), but also the Na* channel 
activity is abnormal (Franks & al., Muscle Nerve, In 
press). In paramyotonia » ; i is normal and the 
Inactrvatlon of the Na* current Is altered (Lehmann-Hom 
& al., Muscle Nerve 10: 633, 1987). The same Is true for 
hyperkalemic periodic paralysis with myotonia (Lehmann-
Horn & al., Muscle Nerve 10: 363, 1987) where the defect 
has been located on the a-subunlt of the Na* channel 
gene (Fontaine & al., Science, In press). In myotonic 
dystrophy, a K* channel (Renaud & al., Nature 319: 678, 
1986) and the Na* channel are abnormal (Franke & al., J. 
Physiol 425: 391, 1990). Also in Schwartz-Jampel 
syndrome (Lehmann-Hom & al„ Muscle Nerve 13: 528, 
1990) and Thomsen-type myotonia congênita (lalzzo & al., 
J. Neuromusc Disorders, in press) the Na* currents ara 
abnormal. Voltage-clamp studies on myoballs made from 
satellite cells from myotonia patients (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. 

CAMINOS HACIA EL ENTENDIMENTO DE LAS BASES MOLECULARES 
DE LA MIOTONIA DISTROFICA (On the way to understanding the 
molecular bases of myotonic distrophy). Vergara C, Behrens M.I. 
Departamento de Biologia Facultad de Ciências, U. de Chile, Centro de 
Estúdios Científicos de Santiago. 

Miotonla es la dmcultad para relajar la musculatura esquelética luego 
de una contraction voluntária o induclda. Esta contraction mantenida 
se debe a una actividad eléctrica repetitiva en respuesta a un estimulo 
único. Exlsten varias patologias en las cuales se observa miotonla, una 
de alias es la distrofia miotonica de la cual aún no se conocen sus 
bases moleculares. 

Se ha postulado que en la generation de la miotonla en pacientes con 
distrofia miotónica está involucrado un canal de potaslo activado por 
cálcio de baja conductancia. La expreslon de este canal en músculo 
esquelético es regulada por el nervto encontrándose presente en 
músculo fetal no Inervado, en músculo denervado y en membranas de 
músculos de pacientes con distrofia miotonica, pero no en músculos 
normales. Existe por lo tanto una anomalia en la regulation de la 
expreslon de este canal en pacientes con esta enfermedad. 

Nosotras estamos Investigando cuales son los factores que afectan su 
expreslon. Experimentalmente, la presencia o ausência de este canal la 
hemos determinado midlendo el llgamen de apamlna-l125 a vesfculas de 
membranas de músculo. La apamina es un pépttdo que se liga al canal 
con alta aflnktad y Io bloquea. 

Hemos encontrado que el bloqüeo dei flujo axoplásmlco Inducido 
mediante la aplicaclón de colchlclna al nervlo ctatico de ratas induce la 
aparldón dei receptor de apamina en membranas de músculo de la 
pata posterior. Por otra parte, hemos Inducido miotonla en ratas 
mediante el uso de drogas, con el propósito de comprobar sl la 
miotonla esta relacionada con la presencia del canal-receptor de 
apamina. 

Financiado por: Fondecyt 296-89 y NIH GM 35981. 

ANORMALIDADES EN EL RECEPTOR COLINERGICO EN SINDROMES 
MIASTENICOS CONGÊNITOS (Cholinergic receptor 
anormalities in congenital myasthenic syndromes) 
Uchi te l . Q.D., Engel A.S, falls .T .J . y Hagel A. 
Inst i tuto de Biologia Celular , Facultad de Medicina, 
Universidad de Buenos Aires y Mayo C l in i c , Rochester 
Minnesota. 
Los sindromes miastenicos congênitos (S .M.C . ) se 
caracterizan por debilidad muscular debido a f a l l a s en 
la transmision neuromuscular. Estúdios e lec t ro 
f i s i o l ó g i c o s en biopsias intercostales de músculos de 
pacientes con S.M.C. pennitieron descr ibi r 
aiteraciones del receptor co l inerg ico . 
En dos casos de S.M.C donde la l iberacion evocada y e l 
numero de s i t i o s para la I -Bungarotoxina fue normal 
se estudiaron las propiedades de los canales activados 
por la ace t i l co l ina mediante la técnica de f i j ac ion 
del vo l t a j e con microelectrodos intracelulares. Se 
analizaron las propiedades de las corrientes 
sinapticas y e l ruido en la corriente generado por la 
aplicacion de ace t i l co l ina . 

En un caso se registraron potenciales y corrientes 
miniatura aumentadas con constante de decaimiento 
anormalmente breve. El anal is is de ruido determino 
que los canales activados poseian una conductancia 
aumentada 1.7 veces y un tiempo medio de apertura 30% 
mas corto que los controles. 
En otro caso se registraron potenciales y corrientes 
miniatura disminuidas. La conductancia unitária 
obtenida del anal is is de ruido fue normal Sin 
embargo e l espectro de poder del ruido mostro dos 
componentes. Esto podria resultar de la presencia de 
dos poblaciones de receptores con diferentes tiempos 
médios de apertura o de una anormal interacción de la 
ace t i l co l ina con su receptor. La primer a posibi l idad 
es improbable ya que ambas poblaciones deberia tener 
baja conductancia unitária para poder explicar la 
disminucion de la amplitud en Ias corrientes miniatura 
y sin embargo la conductancia de los canales activados 
fue normal. 

ANTITRANSPORTE DE Na/H, HIPERTENSI0N Y DIABETIS. 
Mitzy Canessa, Roberto Pontremoli y Alic ia Rivera. 
Department of Medicine, Harvard Medical School, 
Brighan and Women's Hospital,Boston, Ma. 

Nuestro laboratório ha estudiado la cinetica del 
intercâmbio de Na/H y Na/Li en eritocitos de sujetos 
normales y en pacientes con hlpertension esencial 
(HT) y diabetis. La mayoria de los pacientes HT 
(77X) presentan anormalidades en la cinetica de 
activacion por el pH celular del antitransporte de 
Na/H que se reflejan en un coeficiente de Hil l 
disminuido (n™,). Solo una fraccion aenor de 
pacientes HT tlenen un aumento de la V ^ , de 
intercâmbio de Na/H y Na/Li. En pacientes con 
diabetis insulina-dependiente ( D I D ) , observamos que 
la esta aumentada con respecto a los sujetos 
normales. Sin embargo, los pacientes con DID que 
desarrollan nefropatla e hlpertension, presentan las 
mismas anormalidades que los pacientes HT: la 
activacion del antitransporte de Na/H por el pH 
celular ( n » p p ) esta dlsmlnuida y la V , ^ de 
intercâmbio 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 n^p del Intercâmbio de Na/H pero no afecto 
el de Na/Li. Estos resultados indican que a) la 
tlroslna 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 
nefropatia; c) que el aumento de la V , ^ de 
intercâmbio Na/Li puede ref lejar un aumento 
compensatório del numero de lntercambiadores de 
Na/H. 
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IHHIBICIOH DR LA Ca2+-ATPasa DB MKHBRANA DK 
KRITHOCITOS HUMANOS: KHSATO6 OI VIVO K OI VTTBD. 
( Inhib i t ion o f the Ca3+-ATPase o f human er i throcyte 
m e m b r a n e s : i n v i v o and i n v i t r o a s s a y s ) 
Rossi J .P .F .C . , Gonzalez Flecha 2.L. y Gaaliardino 
J . J . I n s t i t u t o de Química y F i s i c o q u i m i c a 
Biológicas (UBA-CONICET) .y Cantro de Endocrinologia 
Experimental y Aplicada (0NLP-O0HICBT) - ARGENTINA. 

Hemes insstrado previamente (IBCS Had. Sci . 14,476, 
1986) que la act ividad Ca2+-ATPasa de membranas de 
e r i t r o c i t o s de indivíduos diabét icos desooiqpensados 
es s i g n i f i c a t i v a m e n t e menor que l a de individuos 
n o r m o g l u c é m i c o s . B e c i e n t e m e n t e hemos logrado 
r e p r o d u c i r e s t o s r e s u l t a d o s en e x p e r i m e n t o s 
realizados in v i t r o (Diabetes 39:707-711,1990). Las 
evidencias experlmentales indican que l a inhibición 
de l a Ca2+-ATPasa reúne las s iguientes carac ter í s 
t i c a s : a ) l a disarLnucion de l a act ividad enzimatica 
es dependiente de l a temperatura, concentraclón de 
g lucosa , pH y d e l tiempo de incubación; b ) es te 
e fec to se evidencia tanto incubando membranas a i s -
ladas de glóbulos rojos como e r i t r o c i t o s intactos 
en presencia de glucosa y siempre se aocaiiana por un 
aumento en los n ive les de proteínas gluoosiladas de 
membrana; c ) l a presencia de 5nrl ATP en e l medio de 
Incubación praviene lo s efectos de l a glucosa sobre 
l a bomba de C a a + pe ro no disminuye e l n i v e l de 
g lucos i l ac ión de Ias proteínas de membrana; d ) l a 
calmodulins en e l medio de ensayo no modifica s i g 
nificativamente e l grado de inhlbiclón respecto dei 
ensayo en ausência de l a nrLsma; e ) l a enzima pre in 
cubada con glucosa t iene una mayor afinidad aparente 
por calmodulina que l a c o n t r o l . Estos resultados 
sugieren que l a inhibic ión de l a Ca^-ATPasa ser ia 
debida a l a glucosi lación no enzimatica de residues 
de l i s i na de l a enzima. 

Con subsídios de ANTORCHAS, CONICET, TWAS y DBA. 



COMUNICACIONES LIBRES EN PANELES 

Estructura 

ESTRUCTURA A 1.5 A DE RESOLUCION DE RIBONUCLEASA T, AC-
TIVA Y LIBRE DE INHIBIDORES. NUEVAS EVIDENCIAS PARÁ EL 
MECANISMO DE ACCION. (The structure of inhibitor free 
ribonuclease T. in act ive conditions at 1.5 A . resolu
t ion . New evidences for the action mechanism) Marti -
nez, J., Choa, H-W., Heinemman, U. and Saenger, Cab. 
Biof ís ica Molecular, Universidad de ConcepciÓn, Inst i tut 
für Kristallographie Freie Universitat , Berl in, West Ger 
many. 

Ribonucleasa T. (RNasa T) se c r i s t a l i z o a pH 7.0 
en un sistema de difusion de vapor, util izando PEG 6000 
como agente precipitante. Cristales en forma de bipirá-
mide rectangular pertenecientes al sistema ortorrômbico 
P 2.2 2 permitieron recolectar un total de 13115 re -
f lexiones únicas, con una resoluciôn de 1.5 A . La es
tructura se refino por un procedimiento de mínimos cua-
drados con res t r icciones . Las coordenadas del complejo 
RNasa T.-vanadato (Biochemistry 28: 7592, 1989) fueron 
usadas como modelo i n i c i a l . 

Después del refinamiento, el factor R c lâs ico fue 
de 14.3%. El modelo f inal presentó 7 resíduos de amino 
ácidos en doble conformación, 120 moléculas de agua y la 
presencia de un iõn de c á l c i o . El plegamiento de la ca-
dena polipeptldica es similar al dei complejo RNasa-va-
nadato; la conformación de los amino ácidos involucrados 
en el s i t i o c a t a l í t i c o , y en el s i t i o de reconocimiento 
de la base, son también muy similares. Ambos s i t i o s es-
tán ocupados sólo por moléculas de agua en RNasa T , , oc£ 
pando Ias mismas posiciones que los átomos de oxigeno 
dei fosfato o dei vanadato en los complejos respect ivos. 

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

COHPOSICION, ORDENAMENTO MOLECULAR Y TENSION 
SUPERFICIAL DINÂMICA DE UN SURFACTANTE PULMONAR 
EXDGENO (Composition, nolecular order and dynanic 
surface tension of an exogenous lung surfactant) . 
Breseiani. EL, Thin. Qfi Pao l i . L , Hofisiu A . 
Departanento de Fisioo-natenática, Facultad de 
Faraacia y Bioquímica, Universidad de Buenos 
Ai res . 

Uti l izando surfactante pulmonar exógeno de origen 
porcino se estúdio la influencia de l a proporcion 
de co les te ro l y las condiciones de e s t e r i l i zac ion 
sobre la tension superf ic ia l dinâmica y sobre los 
parâmetros de orden de los ácidos 5, 12 y 16 dox i l 
estearicos incorporados en la bicapa l i p id i ca de l 
surfactante. Las medidas de tension superf ic ia l 
dinâmica se realizarem con un tensionetro de 
burbuja pulsante y los parâmetros de orden se 
midieron a par t i r de espectros de resonancia para-
magnetica e lec t ronics . 

Se observo una relacion directa entre la propor
cióh de co les t e ro l y e l aumento de los parajoetros 
de orden y l a concomitante perdida de la capacidad 
de disminuir l a tension superf ic ia l dinâmica. 

FLUIDEZ DE MEMBRANA Y MICROVISCOSIDAD INTERNA 
DE ERITROCITOS DE PACIENTES NORMALES Y CON 
DIVERSAS PATOLOGIAS (Membrane fluidity and internal 
microvlscoslty of erythrocytes of normal patients and with 
different pathologies). HAQER, A A., De PaoH, T. e Ink), 
J. E. Departamento de Ftolcomatemátlca, Facultad de 
Farmácia y Bioquímica, Universidad de Buenos Aires. 

La fluldez de la membrana de los eritrocitos se mkJió 
determinando el parâmetro de orden del ácido 5 Doxll 
esteárico mediante resonancia paramagnetJca electrómca 
(ESR). Se trabajó con eritrocitos enteros lavados y 
resuspendldos en solución de CINa 150 nM - buffer foatatos 
(pH 7.4), marcados durante 2 hs a 4*C y lavados 
nuevamente para eliminar el radical nltrixido Incorporado. 

La microvlscoskJad Interna de tos erltrodtos ae mldló 
determinando k » tlempos de correlactón de la 4-maleimlda 
tempo mediante ESR. La marcadón se efectuó sobre 
eritrocitos lavados y resuspendldos con solución de CMa 
150 nM - buffer fosfato pH 7.4 hasta un hematocrito dei 
10%, durante 15 minutos a temperatura ambiente y luego 
lavados para eliminar el radical nltróxldo no Incorporado. 

Se encontrarem diferencias significativas con raapecto a k » 
normales en tos valores de fluldez de membrana en varias 
patologias, en otras se encontraron diferencias de la 
mlcrovlscosidad interna y en otras en ambos Indicadores. 

Las patologias estudiadas fueron Diabéticos tipo I y tipo II, 
esferocltosls hereditaria, slndrome urémlco hemoHtlco. 

EFECTO ESTRUCTURAL DEL PENTACL0R0FEN0L EN BICA-
PAS LIPIDICAS i FIBRAS NERVI0SAS. (S tudy on the 
i n t e r a c t i o n o f p e n t a c h l o r o p h e n o l w i th l i p i d 
b i l a y e r s and ne rve f i b e r s ) . S u w a l s k y . M . , Montoya, 
G . , V i l l e n a , F . , E s p i n o z a , M . A . y G a r r i d o , C 
F ã c u l t a d de C i ê n c i a s y Facu l t ad de C i ê n c i a s Bio 
l ó g i c a s y Recursos N a t u r a l e s , U n i v e r s i d a d de 
ConcepciÓn, C h i l e . 

Dado su e x t e n s o uso , r e s i s t ê n c i a a l a d e g r a d a - -
c i ó n y a l t a t o x i c i d a d e l p e n t a c l o r o f e n o l (PCF) 
c o n s t i t u y e un p e l i g r o s o c o n t a m i n a n t e , capaz de 
i n c o r p o r a r s e en l a s b i capas l i p f d i c a s de l a s 
membranas c e l u l a r e s a l t e r a n d o d i v e r s a s f u n c i o 
nes y su o r g a n i z a d Ó n m o l e c u l a r . Con el f i n de 
i n t e r p r e t a r l a s i n t e r a c c i o n e s del PCF con l a s 
b i capas l i p f d i c a s , se e f e c t u a r o n e s t ú d i o s estruc_ 
t u r a l e s por d i f r a c c i c i n de r a y o s X. Para e s t e e_ 
f e c t o se h i c i e r o n r e a c c i o n a r b i c a p a s c o n s t i t u í 
das por l o s f o s f o l í p i d o s d i m i r i s t o i l f o s f a t i d i 1 -
e tano lamina y d i m i r i s t o i l f o s f a t i d i l c o l i n a con 
d i f e r e n t e s c o n c e n t r a d o n e s de PCF en ausênc ia y 
p r e s e n c i a de agua, a 17°C. Los r e s u l t a d o s indi_ 
car*on que e l PCF pe r tu rbo s i g n i f i c a t i v a m e n t e Ias 
e s t r u e t u r a s de ambos. Para r e l a c i o n a r e s t o s r e 
s u l t a d o s con l o s daRos que puede causar a m e m 
branas c e l u l a r e s , r a t a s fueron a l i m e n t a d a s con 
agua c o n t e n i e n d o PCF en una c o n c e n t r a c i ó n 3mM. 
Al cabo de 3-4 meses fueron s a c r i f i c a d a s y sus 
n e r v i o s c i á t i c o s a n a l i z a d o s por d i f r a c c i f i n de 
r ayos X y m i c r o s c o p f a e l e c t r ó n i c a . Resu l t ados 
p r e l i m i n a r e s i n d i c a n que se p rodu je ron câmbios 
e s t r u c t u r a l e s y m o r f o l ó g i c o s a n í v e l de l a m i e -
l i n a , l o s que e s t a r f a n r e l a c i o n a d o s con a l t e r a -
c i o n e s de I a s b i capas l i p f d i c a s . 

F i n a n c i a m i e n t o : P r o y e c t o s FONDECYT (0783/88 y 
0625 /89 ) y de l a U n i v e r s i d a d de ConcepciÓn 
( 2 0 . 1 3 . 7 9 y 2 0 . 3 3 . 4 1 ) . 
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PREDICCIÓN DE ESTRUCTURA SECUNDARIA DE PROTEÍ
NAS POR SU CLASE ESTRUCTURAL.(Prediction of the 
secondary structure of proteins according to 
their structural class) .Hilda Cid,Marta Bunster 
y Mauri cio Canales.Lab.Biofísica Molecu 1 ar ,U . de 
Concepción y Gesellschaft für Biotechnologische 
Forschung .Braunschweig,FDR. 

Estúdios recientes han demostrado que la pre-
dicción de estructura secundaria de proteínas, 
utilizando el método de Chou y Fasman,mejora 
cuando los parâmetros estructurales se han cal
culado i ndependi en temente para cada una de las 
4 clases estructurales definidas para proteínas: 

El método de predicción di senado en nuestro la 
boratorio considera los coeficientes de hidrofo 
bicidad ambientalde Ponnuswamy ,para cada amino 
5cido .parâmetros que deberían mostrar una mayor 
dependência aún,de la clase estructural de la 
proteína . 
Se calcularon los coeficientes de hidrofobici-

dad de Ponnuswamy para 19 proteínas c l a s e ^ c ^ , 
15 proteínas claseSí^.14 de la c l a s e t f + p . y 16 
proteínas de la clase <*/f>. Los resultados mues
tran que tanto Ias distribuciones de los coefi
cientes de hidrofçbicidad.comQ su vai gr .prome-
dio-difieren significativamente pars Cada una 
ae Tas cTases estructurales. 
La posibilidad de predecir la clase estructu

ral de la proteína a partir de su composición 
de amino a*cidos,hecho ya demostrado,abre la po-
sibilidad de mejorar notablemente la predicción 
de estructura secundaria,utiliz<indo los métodos 
de Chou y Fasman y de los Perfiles de Hidrofo-
bicidad.con los coeficientes específicos para 
la clase estructural a la que pertenece la pro
teína problema. 

Proyecto 20.31.32, DI,U.de Concepción 
Proyecto GTZ-DAAD-FONDECYT. 

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 Física de Líquidos y Sistemas Biológicos (IFLYSIB) 
y Departamento de Ciências Biológicas, Facultad de 
Ciências Exactas, Universidad Nacional de La Plata, 
La Plata, Argentina. 

El estúdio del colageno en su función específica en 
la matriz colagénica es de interés desde el punto de 
vista básico así como también por su aplicación en el 
área médica. A través del análisis del comportarniento 
dieléctrico de hueso en un extendido rango de frecuen-
cias, kHz-Ghz, se obtienen parâmetros dieléctricôs 
significativos por su relacion 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 Ias frecuencias se encontro una relajación 
a baja frecuencia en ambos casos y un aumento de todo 
el espectro de permitividad para el hueso descalcifiça
do. Se concluyó que dicha relajación es debida a 
efectos interfaciales y que el incremento se puede 
atribuir a movimiento de cadenas laterales de la 
matriz colagénica (1 ) . 

Como continuación dei trabajo, se pre senta el estú
dio de propiedades dieléctricas en el dominio dei 
tiempo (TDR) de muestras en ambos estados para el 
rango de las radiofrecuencias y microondas. 

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

COLAGENO-EFECTOS DE SURFACTANTES EN SU ESTABILIDAD. 
(Collagen: Effect of Surfactants on its s tab i l i ty ) . 
Mogilner, I .G. y Grigera, J.R. Instituto de Física de 
Líquidos y Sistemas Biológicos (IFLYSIB) y Departamen
to de Ciências Biológicas, Facultad de Cs. Exactas, 
Universidad Nacional de La Plata, Argentina. 

El estúdio del punto de vista básico del sistema 
colágeno-agua-detergente es un gran aporte a la tecno
logia del cuero, ya que en el proceso de curtición 
del mismo son utilizados (con critérios empíricos) 
surfactantes iónicos y no iónicos a diferentes pHs. 
El estúdio realizado en Tendón de Aquiles Bovino, 
muestra que el efecto liotrópico en el colágeno es 
fuertemente dependiente del pH: siendo en el caso del 
Triton X-100 y Polietilenglicol mayor a mayor pH, y 
en el caso de detergentes iónicos mayor (1) cuando 
ambos pose en la mi sma carga. El obj etivo de es te 
trabajo es encontrar una explicación al aparente extra-
flo comportam i en to de la interacción colágeno-detergen-
te. Se trabajo con polvo de piei bovina. Las muestras 
se introdujeron en soluciones acuosas de TX-100, SOS 
e Hyamina 1622 a pH: 2,7 y 13. Después del equilíbrio 
el detergente adsorbido fue medido con el método 
apropiado a cada caso. Se computó la hidratación 
preferencial ( 2 ) . Los resultados explican la desestabi-
lización por la formación de una tercera fase terraodi-
namicamente desfavorable, efecto opuesto al hallado 
en proteínas globulares. 

Investigador dei CONICET 
1. E.M. Caillaba, N. Sierra, U.D. Vera, I .G. Mogilner 

y J.R. Grigera, J. Soe. L .T . , Chem., 71 153, 1988. 
2. Pittz, S.N., Timasheff, Biochemistry 17, 615, 1978. 

ANALISIS DE CONF0RMACION DE POLIALCOHOLES Y SU PODER 
EDULCORANTE. ESTÚDIO MEDIANTE DINÂMICA MOLECULAR. 
(Conformational analysis of polyalcoholes and 
sweetness. Molecular Dynamics Simulation). Howard,* 
E. y Grigera,** J.R. Instituto de Física de Líquidos 
y Sistemas Biológicos y Departamento de Ciências Bioló
gicas. Universidad Nacional de La Plata, La Plata, 
Argentina. 

Se analizan las propiedades edulcorantes de polialco-
holes pequenos en relacion con su estructura en solu-
ciôn acuosa. El modelo usualmente aceptado se basa en 
la presencia de un "triângulo edulcorante", con dos 
oxidrilos vecinos actuando como dador y receptor de 
protones en puente hídrógeno, y un centro hidrofõbico. 
Se simularon por Dinâmica Molecular dos polialcoholes 
de cuatro carbonos, eritrol y L-treitol , en solución 
acuosa, estudiándose la estructura y dinâmica de hidra
tac ión de ambos. Se encontro en eritrol una disposi-
ción de grupos oxidrilo que se ajusta a la descripeión 
geométrica y de características de hidratación dei 
"triângulo edulcorante", no encontrándose la misma en 
L-treitol . Esto es coincidente con la determinación 
experimental dei poder edulcorante de ambos. Las carac
terísticas de hidratación de los distintos exidrilos 
dei eritrol cambian segun Ias dos conformaciones domi
nantes que adopts esta molécula. El coeficiente de 
difusión obtenido para el agua que hidrata al eritrol 
es cinco veces mayor al obtenido para el modelo de 
agua, utilizando en la simulación (SPC/E), que indica 
que pese a la capacídad de formar puentes hidrógeno, 
el Eritrol introduce mayor movilidad en Ias moléculas 
de agua de su entorno. 

*Becario CONICET 
"•Investigador CONICET 
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ESTRUCTURA DEL AGUA EN PRESENCIA DE UREA. ESTÚDIO 
MEDIANTE DINÂMICA MOLECULAR. (Water Structure in 
precense of urea. A molecular Dynamics Study). 
Tolosa*, E. y Grigera,** J.R. Instituto de Física de 
Líquidos y Sistemas Biológicos y Departamento de Ciên
cias Biológicas. Universidad de La Plata, La Plata, 
Argentina. 

Repetidas veces se menciona el efecto de la urea en 
la estruetura del agua, sin embargo existen poças 
evidencias directas sobre su real comportamiento. En 
este trabajo realizamos la simulación, por el método 
de dinâmica molecular, de soluciones de urea en agua 
a dilución infinita y 4 molal. El modelo de agua 
corresponde al SPC/E, en tanto que la urea la modeliza-
mos utilizando los potenciales de interacción GROMOS, 
con ângulos de enlaces flexibies y longitudes rígidas. 
Efectuamos 20ps de simulación, después dei equilíbrio, 
para cada solución, a temperatura y presión constan
tes. Cada O.Olps de simulación guardamos la configura-
ción dei sistema. Los resultados se comparan adecuada-
mente con los experimentos de difracción de neutrones. 
Del análisis dei coeficiente de difusión del agua y 
de la red de puentes de hidrógeno se obtiene interesan-
te información sobre la estruetura dei agua en estas 
soluciones. 

•Profesional del CIC 
••Investigador CONICET 

ANALISIS GLOBAL DE LA ANISOTROPIA DE COMPLEJOS 
FLUORESCENTES DE PEROXIDASA DE RABANO. 
( G l o b a l A n a l y s i s o f the F l u o r e s c e n c e A n i s o t r o p y 
o f H o r s e r a d i s h P e r o x i d a s e C o n j u g a t e s ) . 
B r u n e t , J . E . y V a r g a s . V. ( P a t r o c i n i o : J . R e y e s ) 
I n s t i t u t o de Química , U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a de 
V a l p a r a i s o y Departamento de Química , Facu l t ad 
de C i ê n c i a s , U n i v e r s i d a d de C h i l e . 

Para r o t o r e s a s i m é t r i c o s moderados , como la ma-
y o r í a de l a s p r o t e í n a s g l o b u l a r e s , f r e c u e n t e -
mente es p o s i b l e o b t e n e r un s o l o t i empo de c o 
r r e l a c i ó n r o t a c i o n a l a pesar de que p resen tan 
d e c a i m i e n t o s c o m p l e j o s en la a n i s o t r o p í a de su 
f 1 u o r e s c e n c i a . En e s t e t r a b a j o se demuestra 
que es p o s i b l e o b t e n e r más de un t i empo de c o 
r r e l a c i ó n r o t a c i o n a l combinando v á r i o s e x p e r i 
mentos . En cada uno de e s t o s se emplea una 
sonda f l u o r e s c e n t e unida a l a p r o t e í n a . Se e s -
tud ia la P e r o x i d a s a de Rábano ( H R P ) , que es 
una hemoprote ina g l o b u l a r monomérica y de un 
peso m o l e c u l a r de 4 4 . 0 0 0 . A e s t a p r o t e í n a se 
l e e x t r a j o e l grupo heme y se o b t u v i e r o n cua-
t r o c o m p l e j o s con sondas f l u o r e s c e n t e s . Se mi 
d i õ l a f l u o r e s c e n c i a r e s u e l t a en e l t i empo m e : 

d i a n t e l a técnica m u l t i f r e c u e n c i a l de f a s e y mo 
d u l a c i ó n . St se a n a l i z a n l o s r e s u l t a d o s en" 
forma I n d i v i d u a l , para cada c o m p l e j o se o b t i e 
ne un só*lo t i empo de c o r r e l a c i ó n r o t a c i o n a l que 
d i f i e r e no tab lemen te de un c o m p l e j o a o t r o . 
Sin embargo al e f e c t u a r s e un A n á l i s i s Globa l 
s i m u l t â n e o sobre t o d o s l o s c o m p l e j o s con HRP, 
para r e s o l v e r un con jun to c o n s i s t e n t e de t i e m -
pos de c o r r e l a c i ó n r o t a c i o n a l , se recuperan 
dos t i empos de c o r r e l a c i ó n que çoncuerdan con 
l o s c a l c u l a d o s en forma i n d e p e n d i e n t e para un 
e l i p s o i d e p r o l a t o con una r e l a c i ó n de e j e s de 
1:3. 

EFECTO DEL GLICEROL SOBRE LA ESTRUCTURA DE MEMBRANAS 
LIPIDICAS EN SU ACCION CRIOPROTECTORA (Effect of 
glycerol on the structure of 1ipid membranes in its 
cryoprotectant action). Biondi. A. C. y Pisalvo. E.A. . 
l Facultad de Química, Bioquímica y Farmácia, 
Universidad Nacional de Tucumán; z Instituto de 
Investigaciones Fislcoquimicas Teóricas y Aplicadas 
(INIFTA), Facultad de Ciências Exact as, Universidad 
Nacional de La Plata. 

El propósito de este trabajo es estudiar por 
métodos de polarización de fluorescencia usando sondas 
en di st i ntas profundidades de 1a membrana e 1 efecto 
dei glicerol sobre la membrana lipídica en Ias 
condiciones en que se use como crioprotector. 

Para proteger cé1ulas en un proceso de 
congelación- descongelación se agrega 20Ü de gl icerol 
a la suspension. En este trabajo se demuestra que este 
agregado conduce a una alteración dei empaquetamiento 
y po1ar i zac i6n i nterfac ial de 1a membrana según la 
velocidad de descenso de la temperatura a través de la 
transición gel- líquido cristalina sea lenta o rápida. 
Estos cambios se producen en 1a i nterfaz membrana-
solución; en la zona de los 5-6 carbonos cercanos al 
grupo po 1 ar ó en 1 a zona term i nal de 1 as cadenas 
parafínicas según la concentraclón de glicerol. Estas 
perturbaci ones i nf1uyen sobre 1 a recuperac i ón de 1 as 
propledades de la membrana luego de la descongelación. 

INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE HEMOGLOBINA CORPUSCU 
LAR MEDIA (CHCM) SOBRE LA REOLOGIA ERITROCITARIA. ( In
fluence of mean corpuscular hemoglobin concentration 
on erythrocyte rheology). Luquita, A . , Rasía, R., Ra-
sia, M. Departamento de Ciências Fisiológicas, Cátedra 
de Biofísica, Facultad de Medicina, U. N. de Rosário. 

Clásicamente se acepta que la viscosidad cítoplásmica 
es un factor determinante de la deformabilidad eritro-
citaria. Sin embargo, no hay estúdios sobre la varia-
ción de deformabilidad de glóbulos rojos normales en 
función de la CHCM en condiciones de isoamolalidad, es 
decir, sin modificar la relación superficie/volumen de 
los eritrocitos. En este trabajo la CHCM de glóbulos 
rojos normales se modifico por l i s i s controlada y Ias 
distintas poblaciones obtenidas (rango 25-38 %)se sepa 
raron por gradiente de densidad de dextran. En cada 
muestra se determino: CHCM (a partir de la concentra
clón de hemoglobina y volumen globular), volumen corpus 
cular medio (VCM), relación superficie/volumen y los 
parâmetros reológicos eritroeitarios: deformabilidad 
celular, módulo elástico y viscosidad superficial por 
difractometría laser. Los resultados obtenidos demues-
tran que manteniendo constante la relación superficie/ 
volumen, conforme disminuye la CHCM (38-25%) e^ módulo 
elástico 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 (índice 0.342 a 0.553), 
n=10, r= -0.673, p<0.05. La vi cosi dad superficial per 
manece constante. 

Estas observaciones tienen relavancia fisiológica y 
clínica en relación con al trânsito capilar y la vida 
media erítrocitaria. 
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EFECTO DEL ESTRES OSMOTICO SOBRE LA ACCION 
CRIOPROTECTORA DE LA TREHALOSA EN MEMBRANAS LIPIDICAS. 
(Effect of osmotic stress on cryoprotect ive action of 
trehalose in lipid membrane). Bakas. L. y Dlsalvo. E. 
Instituto de Investigaclones Fislcoquímlcas Teóricas y 
Aplicadas (INIFTA), Facultad de Ciências Exactas, 
Universidad Nacional de La Plata. 

Cuando se somete una suspension celular a ciclos 
de congelación-descongelación una de las 
perturbaciones que afectan la estabi1idad de la 
membrana plasmática es el desequi11brio osraótico 
produc ido durant e el proceso. Est e or1gi na camb1os 
topológicos en la membrana que alteran la efectivldad 
de compuestos como la trehalosa, cuyas caracterltlcas 
crloprotectoras son ya conocidas. 

En es t e t r aba jo se prese n t a un estúdio de la 
estabilidad de membranas llpidicas de fosfatidllcolina 
sometidas a gradientes osmótícos, originados por la 
adición de Ca , Na y/c trehalosa en el medio. 

Cada uno de estos compuestos es capaz de 
modificar Ias propiedades interfaslales, Ias cuales 
han sido sensadas con anilinonaftalenosulfonato; 
marcador sensible al potencial superficial. 

Los datos lndican que existe una relacion Inversa 
entre potencial y estabi1idad. La estabi1idad fue 
determinada por el dequencheo de octadecilrodamina, 
parâmetro relacionado con la extension del 
reordenamlento llpldico producido. 

Por otro lado los resultados muestran que la 
trehalosa es menos efectiva en proteger a los 
11 posomas de la fus 1 ón inducida por los ciclos de 
conge1ac1ón cuando aumenta 1 a osmo1ar idad de 1 medi o. 
Esto es lndependiente del compuesto utilizado para 
originar el gradiente Incluyendo la propla trehalosa. 
Esto indicaria que Ias condiciones óptiraas para la 
Interacción trehalosa-grupo fosfato responsable dei 
efecto crioprotector existirian en condiciones 
isoosmóticas. 

ACCION LITICA DE LISOFOSFATIDILCOLINAS SOBRE MEMBRANAS 
CONSTITUÍDAS POR LIPIDOS RAMIFICADOS. (Lytic action of 
lysophosphatidylcholine or. membranes with branched 
phospholipids). VIera L. y Dlsalvo E. A. Instituto de 
Inves t i gac1ones Fls1coquí m i cas Teor i cas y Apli cadas 
(INIFTA), Facultad de Ciências Exactas, Universidad 
Nacional de La Plata. 

La interacción de 1isofosfat idilcolinas con 
membranas llpidicas promueve la destrucción de sus 
propiedades de barrera. Esta acción 1ítica es máxima 
cuando la membrana se encuentra en la temperatura de 
transición gel-1íquido cristalino o cuando proteínas 
1 ipo o hidrofí 1 leas inters.ccionan con la membrana en 
estado fluído. Asimismo, membranas deshidratadas en 
presencia de trehalosa y luego rehldratadas en buffer 
son sens ibles a la acción del li soderi vado a 
temperaturas por debajo da la transición de fase en 
contraste con membranas en estado gel no deshidratadas 
previamente. 

Estúdios estructurales y termodinâmicos permiten 
suponer que en todos estos; casos la acción 1 ítica se 
produce por la presencia de defectos estructurales 
promovidos por la coexistência de 1ipidos en estado 
gel y líquido cristalino. 

En este trabajo se es",udia el efecto lítico sobre 
membranas compuestas con 1i pídos rami f i cados. Los 
resultados indican que la presencia de un metilo 
lateral en una cadena del resíduo de ácido graso 
promueve una 1i s is equi vaiente a 1 a encontrada en 
lipídos de cadena lineal sometidos a deshidratación en 
presencia de trehalosa. La acción es más notória 
cuando 1a rami f i cac i ón se encuentra cercana a í a 
cabeza polar dei fosfolípido. 

EFECTO DE LA TREHALOSA EN MEMBRANAS LIPIDICAS.(Effect 
of trehalose on lipid bilayers) . Dlsalvo. E. y 
Alonso-Romanowskl. S. Instituto de Investigaclones 
Fislcoquímlcas Teóricas y Aplicadas (INIFTA), Facultad 
de Ciências Exactas, Universidad Nacional de La Plata. 

Se estúdio el efecto de las interacciones con 
membranas llpidicas del disacarldo trehalosa 
utilizando vários sistemas modelo de bicapas llpidicas 
por métodos ópticos, eléctricos, por espectroscopía 
infraroja y en presencia de sondas fluorescentes 
(MC540). Los fosfolípidos utilizados fueron DPPC y 
DPhPC. 

Los resultados encontrados por espectroscopía i .r . 
y con el sistema de bicapas planas (BLM) indican que 
esta molécula modifica el espesor de la bicapa al 
lnteraccionar con la cabeza polar dei fosfolípido por 
formación de puente de hidrógeno. Estudlando Ias 
propledades ópt1cas ( & t s o ) de 11posomas en contacto 

con concentraciones creclentes de trehalosa en función 
de la temperatura se observo que el cambio de 
absorbancia en la transición de fase gel a 1 lquida 
cristalina es función de la concentración de 
disacárldo presente en el medio. El área bajo la curva 
esta presenta un máximo a 0,75 M de trehalosa y luego 
disminuye. Con el marcador óptico MC540 se encontro un 
resultado semeJante. Este máximo coincide con el 
encontrado para unâ  muestra deshldratada en presencia 
de trehalosa 10" M y luego rehidratada. Estos 
resultados indican que la trehalosa promueve câmbios 
estructurales en la lnterfase membrana/solución los 
que determinari&n sus propiedades estabi1lzadoras de 
la membrana en los procesos de deshidratación-
rehldratación. 

PARÂMETROS DE SORCION DE AGUA POR PROTEÍNAS i 
iVALORES SEGUN B.E.T. O SEGUN G. A.B.? ( M u l t i l a 
yer s o r p t i o n parameters of water by p r o t e i n s : 
B . E . T . or G . A . B . v a l u e s ? ) Timmermann, E . G . Dep-
to . Q . I n o r g â n i c a , A n a l i t i c a y Q . F í s i c a , Fac . Cs . 
Exactas y N a t u r a l e s * U. de B s . A i r e s , Argent i na. 

Es canoe ido que l a isoterma BET 1i n e a l i 2ada 
(BET p l o t s ) (2 c t e s : t:, vm ) es 561 o va i ida entre 
. 05 <p /po< . 3 - . ̂  mientras que 1 a i so ter ma GAB 1 i -
n e a l i z a d a (GAB p l o t s ) <3 c t e s : c , v m , f ) es v á l i 
da para . 0 5 < p / p o < . 8 - . 9 y que lo s v a l o r e s de Ia s 
c t e s . comunes c y vm obten idos por ambos g r á f i 
cas d í f i e r e n , s lendo siempre c (BET) > c(GAB) y 
vw( BET ) < vm< GAB ) . Co ris i der ando t r a b a jos p r é 
v i o s ( EOT 1 )J.Chem.Soe: .Far . T r a n s . I 85(1989)1631 
2) SAB 198B) se demuestra que los v a l o r e s de 
BET p l o t s se pueden expresar en términos de Ias 
3 c t e s . de 1 a isoterma GAB. Si v a l e la isoterma 
GAB < f < l ) los BET p l o t s responden r e a l mente a 
una ecuación no l i n e a l dei t ipo ( a o ^ i / p o ) 

F(BET) = a o / v < l - a o ) = A + B.ao + C . a o V ( l - a o ) 
C A , B , C = G ( c , v m , f ) 1 , s iendo e s t a F(BET > l a que se 
a j u s t a usualmente por cuadr . mínimos a una r e c 
t a . Usando una formulac ión de cuadr . mínimos 
cont i nua se demuestra que c (BET) y v « ( B E T ) 
dependen de lo s va1 ores r e a l e s c , vm y f (GAB) 
de l,i s i g u i e n t e manera: 

vm(BET)= vm / C 1 + B ( 1 - f ) / c 3 . R m ( A a o ) 
c (BET) - c.tl+8<1—F ) /c3 .Rc<Aao) 

Rm y Rc son funciones dei i n t e r v a l o Aao c o n s i 
d e r a d o , de su v a l o r medio ao y de f y c , s iendo 
siempre >1 . Estas ec s . e x p l i c a n Ias d e s i g u a l d a 
des sefia lad as cual i - cuant i t a t i vãmente, lo cual 
se lo v e r i f i c a mediante datos de l a l i t e r a t u r a 
( p . e j . H . B . B u l l J . A . C . S . 66 ( I9<r<t ) 1<*99 ) . Se d e -
muestra además que para el i n t e r v a l o .05<ao<.3 
recomendado para BET p l o t s por IUPAC (Pure 
Appl.Chem. 57(1985)603) para v a l o r e s usua le s de 
f = . 7 y c=E0 vm(BET) = B5V. vm y c (BET) = 150*/. c . 

B s . A s . Agosto 1990 
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ESTÚDIO TEÓRICO DE PEPTIDOS CONSTITUTIVOS DE ANGIOTENSI
NA I I . (Theoretical study of Angiotensine I I constituti
ve peptides). G.M. Ciuffo, M.E. Morales, E.R. Correchg y 
E.A. Jâuregui. Cátedra de Química General. Facultad de 
Química, Bioquímica y Farmácia. Universidad Nacional de 
San Luis. Argentina (Patrocínio: Hilda Cid) . 

Angiotensina I I es un péptido endógeno con diversas ac 
tivídades, tanto en el control de la tension arterial co 
mo a nivel de SNC. Se han estudiado parcialmente sus pép_ 
tidos constitutivos: Arg-Val-Tyr-MA e His-Pro. El dipép-
tido His-Pro presenta, por la presencia de Pro, caracte
rísticas especiales. Se pueden encontrar 4 formas cis-up, 
cis-down, trans-up, trans-dowi\. Este estúdio se realizo 
empleando como método de cálculo un potencial ãtomo-áto-
mo empírico. En el modelo 1 se supuso que la hldratación 
eliminaria el efecto de Ias interacciones electrostáti -
cas y en el modelo 2, se incluyeron Ias interacciones e-
lectrostáticas, atenuadas por una D=4. 

De Ias numerosas conformaciones analizadas para His-
Pro sólo entre 10 y 15 conformaciones se encontraron en 
un 4E de 3 kcal/mol. Se observo que ambas conformacio
nes trans (up y down) son de menor energia que Ias "eis". 
La conformación trans-down presenta el mínimo global 
(-10.87). La conformación de mínima energia en todos los 
casos es dei tipo/^-plegada, con diedros de 120 y -120 pa 
ra el resíduo His y Ias posiciones clãsicas para la cade 
na lateral (X\ - * 60, 180, X Í -90). Cuando se aplico el" 
modelo 2 se observo que este privilegio algunas conforma 
ciones sobre otras. En el caso particular de Ias cis-
down, se observa que la conformación I I alcanza con este 
modelo una población de 60%. Para el tripéptido Arg-Val-
Tyr, la conformación preferida es dei tipo jh -plegada, 
con una gran movilidad para el resíduo Arg. 

Los resultados obtenídos concuerdan con datos experi-
mentales para Angiotensina I I , que indican la presencia 
de una conformación /ft-plegada. Las conformaciones de mí 
nima energia serán posteriormente ensambladas, a fin de 
obtener Ias conformaciones finales de Angiotensina I I . 

PID de CONICET (Argentina) 1989-1991. 

Transporte 

INTERACCIÓN FOSFOLIPIDO-CARBOHJDRATOS Y SU INFLUENCIA 
EN EL TRANSPORTE IONICO A TRAVES DE POLIPEPTIDOS 
(Phospholipid-carbohydrate interaction and Its 
influence on ion transport through polypeptides). 
Alonso- Romanowskl. S.. y Disalvo. E. A. Instituto de 
Investigaciones Fislcoquimicas Teóricas y Aplicadas 
(INIFTA), Facultad de Ciências Exactas, Universidad 
Nacional de La Plata. 

Menlendyks y co 1. ( 1989) postularon 1a 
posibi1idad de formación de puentes de H entre el 
grupo carbonilo y el proton del indol perteneciente al 
triptofano 15 (Trp 15) de la gramicidina A (GA). 

Por otro lado, la trehalosa (disacârido de la 
glucosa) forma puentes de hidrógeno a la altura de 1 
grupo carbonilo. 

En este trabajo se analizó la competência entre 
la trehalosa y el indol del triptofano en la formación 
de puentes de hidrógeno con el carbonilo del lipldo a 
través de técnicas eléctricas aplicadas a membranas 
Hpidlcas negras (BLM) de dlfitanoilfosfatidilcolina y 
por espectroscopia infrarroja. Las propiedades 
eléctricas se estudiaron en solución de KC1 1M 
determinando la capacidad y la resistência. 

La información estructural se obtuvo de espectros 
IR en la region del grupo polar (u P=0 14001 cm" ) y 
del grupo carbonilo del lipldo (u C=0 1600 cm ) . 

La disminuclón de resistência de la bicapa por el 
agregado del péptido es menor en presencia de 
trehalosa y por lo tanto el transporte iónico es 
menor. Se infiere de estos resultados que los câmbios 
a nivel de la interfase pueden afectar la conformación 
dei péptido ya que trehalosa aumenta el espesor de la 
bicapa y sus resistência. 

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

El estúdio del transporte de urea a través de las membranas 
plasm át icas de células aisladas y epiteliales ha permitido la 
caracterizacio'n de un transportador específico de urea inhibible 
por floretina que serviria a mantener la preside, osmdtica 
celular. Evidencias indirectas indican que dicho transportador 
sería de naturaleza proteica. Sin embargo hasta el presente no 
se ha podido identificar y/o aislar las proteínas involucradas en 
el transporte de urea. Nosotros intentamos, mediante la te*cnica 
de inoculacidh de RNA mensajero (RNAm) en ovocitos 
amfibianos: 1) expresar el transporte de urea en la membrana 
del ovocito, 2) identificar la poblacioh de RNAm que codifica 
dicha lunción. El RNAm fue purificado a partir de la células 
epiteliales de vejiga urinaria de rana mediante el uso de la 
técnica de extraction cloroformo-fenol y de la cromatograffa 
de afinidad y la traduce ion "in vitro" del RNAm fue llevada a 
cabo en un sistema libre de reticulocitos en presencia de (S^)~ 
metionina . La traduccion "in vivo" fue realizada mediante la 
inoculacio'n de RNAm a ovocitos anfibianos. El análisis de la 
expresion de RNAm "in vitro" demostro que ai menos 10 
proteínas bien definidas con una masa molecular entre 19 y 200 
kDa fueron sintetizadas. La expresion en la membrana del 
ovocito fue medida de 3 a 5 días despue's de la inyeccio'n 
mediante la incorporacion de (C**)-urea. Se pudo observar que 
en ovocitos inyectados con RNAm (testigos) la incorporacion de 
urea (Jurea, nmol/cm^/min) fue mayor (17.1Í0.2; n=6; p<0.02) 
que en los ovocitos inyectados con agua (controles) (11.6 11; 
n-6). Este incremento de 3urea fue totalmente inhibido por la 
floretina (0.1 mM) en ovocitos testigos mientras que el 3urea no 
fue afectado en los controles. Resultados preliminares 
mostraron que la expresion del transporte de urea se 
encontraria en una fraccioh de RNAm de tamano entre 6 y 10 
Kb. Nosostros concluímos que el transportador de urea 
floretina-inhibible puede ser funcionalmente expresado y 
especificamente detectado en ovocitos amfibianos inoculados 
con RNAm de células epiteliales de vejiga urinaria de rana. 
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FLUJOS IONIOOS MEDIADOS POR MONENSINA EN MUSCULO ESQUELÉ
TICO DE RANA (L.ocellatus). (Ionic fluxes mediated by mo-
nensin in frog skeletal muscle (L.ocellatus)). Hova,A. y 
Venosa.R.A. Cátedra de Fisiologia con Biofísica, Facul
tad de Ciências Médicas, universidad Nacional de La Plata. 

El ionõforo monensina (MON) se desprotona asociándose 
con distintos graãos de afinidad a otros cationes monova-
lentes,principalmente Na + y K + , formando complejos el€c-
tricamente neutros que facilitan el movimiento de aqué-
llos a través de membranas artif iciales y biológicas. En 
estos experimentos se estudiaron, mediante trazadores 
(22Na+), espectrofotometría de AA y alteraciones de pH, 
los flujos de intercâmbio entre Na+, K+ y H + mediados por 
MON a través del sarcolema en Ringer normal (RN) (ftía+J E = 
115 mM) y en [Na+3e=0 (reemplazado por Mg + + ) . Los flujos 
(J) generados por MON fueron reversibles y [MON] -depen-
dientes.Los valores de los parâmetros de la relacion en
tre J y [MON], i . e . , J mlbimo(Jm) en pmol.cm-2.s~1y [MOIÍJ 
a la cual J=J,t/2 (K 0, 5 en um) fueron: a)Na +i/Na+ e:Jm=112+ 
13,K 0 - 5=8.5±2.9;b) Na+j/H+e: Jm=ZO. 7±4. 3, K t t £=12. 7±4.4; c) 
Neto de Na + (hacia adentro):Jm=32.5±5.6,Kas=l1.6±5.2; d) 
Neto de K + (hacia afuera) :Jm=14.2±2.8, K 0 i 5=6.7±4.2. MON 
para difundir de una interfase a otra de la membrana de-
be estar protonada o asociada a otro cation 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 dei sarcolema) que debe haber un 
intercâmbio H + j / N a +

e con un J m de 49 pmol.cm~2.s~i. La 
tabla resume los Jm unidireccionales y netos calculados. 

MOVIMIENTO IONICO FLUJO (pmol.cm-2.s~1) 

Unidireccional Neto 
Na + (ext*'int) 175.2 
Na + (int + ext) 142.7 
K+ (int + ext) 14.2 14.2 
H + (ext + int) 30.7 
H + ( int+ext) 49.0 

En consecuencia, en RN el resultado neto dei transporte 
mediado por MON en el sarcolema seria equivalente a l de 
un sistema que intercambia 7 Na + extracelulares por 3 K+ 

y 4 intracelulares. La Plata, Argentina 

32.5 

CARACTERIZACION BIOFÍSICA Y MATEMÁTICA DE UNA NEURONA 
DEL QANQUO ESTOMATOGASTRICO. (Biophysical and Mathematical 
Characterization of a Stomatogastric Ganglion Neuron). Jorge 
Qolowasch y Eve Marder, Biology Department, Brande* University, 
Waltham, MA 02254, USA. 

El gânglio estomatogástrico de la jalva Cancer boraalls ha sldo 
ampllameme utilizado en el estúdio de la generaclón de patrones 
rítmicos de actividad neuronal y de su modulation por péptldos y 
amlnas. Hemos utilizado técnicas electroflslológlcas para estudiar Ias 
propiedades biofísicas de una de Ias neuronas que lo componen. 
Usando esta célula como modelo de célula dei sistema pllórlco, nuestro 
objetivo fue estudiar como depende su actividad de Ias diferentes 
corrientes lónlcas que ella expresa. 

En primar lugar hemos Identificado 7 corrientes voltaje, tiempo y Ca 2 + 

dependlentes: una de sallda de rectification tardia, ld, una de sallda 
actlvada por Ca 2 + , l ( J , c . , una de sallda tipo A, lA, una rectlficadora de 
entrada, lb, una de entrada de Ca í + , una de entrada de Na+, l N a , y 
finalmente una corriente voltaje dependlente actlvada por el 
pentapéptldo proctollna, I . La corriente actlvada por este 
neuromodulador muestra una voltaje dependência que le permite 
influenciar fuertemente la excltablltdad celular a pesar de su baja 
amplKud. 

Hemos usado Ias propiedades de Ias corrientes identificadas para 
obtener ecuaclones que Ias desciiben. Con estas ecuaclones hemos 
desarrollado un modelo computacional de la célula, e Investigado la 
contrlbución de cada corriente a su excltabilldad. El modelo 
computacional muestra el sorprenclente resultado de que la terminaclón 
da un potencial de acclón depende principalmente de la activacion de 
la corriente l g ( C a 4 y no de L. El modelo muestra que la corriente 
actlvada por proctollna despolarize la célula e Incrementa la frecuencia 
de disparo de manera muy similar a la célula real. Ademas la activacion 
de I cambia significativamente Ia contrlbución relativa que hacen Ias 
corrientes rectlficadora tardia y la de sallda actlvada por Ca 2 + al patrón 
de actividad. 

ASOCIACION COMPETITIVA DE ANIONES CON LAS 
SUPERFICIES DE VESICULAS DE DODA Y PERMEACION 
(ISO OSMOTICA) A TRAVES DE LA BICAPA 
(Competitive Binding of Counterions at the Surfaces of 
DODA Vesicles and Permeation Across the Bllayer). 
Ussl E_ y Apula g_ Departamento de Oulmtea. Fac. de 
Ciência, Universidad de Santiago de Chile. 

La asociación competi t iva de aniones 
(bromuro/cloruro;yoduro/bromuro;yoduro/cforuro) con las 
superficies (externa e Interna) de veslculas de DODA 
(d loc tadec l ld lmet l lamonio) y la permeación 
(exterior/Interior) de bromuro y yoduro a través de la 
bicapa ba(o condiciones Iso osmóticas es estudiada 
mediante experimentos de supreslon de ffuoresosncla de 
sondas extrfnsecas (100% incorporadas a las veslculas) 
contenlendo naftaleno y/o plreno como grupo fotoactrvo. 
Las veslculas consideradas son de tamafto gigante (aprox. 
O.S micra de diâmetro externo) y fueron obtenidas por el 
método de Inyección con evaporado- simultânea del 
solvente (cloroformo). El estúdio se realizo a 25 C, 
temperatura inferior a la T c de las veslculas, condiciones 
bajo las cuales la bicapa se encuentra en su estado de gel. 
Condiciones Iso-osmóttcas fueron mantenldas trabajando en 
presencia de sales (NaCI en DODACI y NaBr an DODABr) 
a Idêntica concentración en el compartimento acuoso 
Interno y en la fase Interveslcular. 

La fluorescencla de las sondas decree* por agregado 
de iones supresores (yoduro o bromuro) a la fase 
Interveslcular. Camblos tsmporales en la fluorescencla 
observados luego de la adldon del supresor son 
Interpretados en términos de un intercâmbio lónlco rápido 
en la capa externa seguido de una permeación lenta hasta 
un estado final en que los iones alcanzan su distribution 
de equilíbrio en ambas superficies (externa e interna). La 
Interpretation cuantltatlva de los resultados se realiza en 
base al modelo de intercâmbio lónlco (1). 
E. Ussl agradeça a Fondacyt (Proyecto #1035/88) el 
financiamiento otorgado para la realization de este trabajo 
(1). E. Ussl, E. Abuln, D. Whltten and C. Backer, 

J.Phys Chem.,93,4886 (1989). 

EFECTOS DE LA PROCAIHA SOBRE LA LIBERACIÓN 
DE CÁLCIO EN EL MUSCULO ESQUELÉTICO. 
( E f f e c t s o f p r o c a i n e on c a l c i u m r e l e a s e I n 
s k e l e t a l muscle f i b e r s ) . P i z a r r o . G . , Brum.G. 
y G o n z a l e z , S. Depar tamento de B i o f í s i c a , 
F a c u l t a d de M e d i c i n a , M o n t e v i d e o , URUGUAY. 

La p r o c a i n a e s un i n h i b i d o r de l a l i b e r a c i ó n 
de Ca i n d u e i d a p o r Ca ( L C I C ) en f i b r a s 
p e l a d a s y v e s l c u l a s de r e t l c u l o s a r -
c o p l a s m a t i c o ( R S ) . Su e f e c t o fue e s t u d i a d o 
en f i b r a s c o r t a d a s de a n f í b i o b a j o c o n t r o l 
de v o l t a j e en d o b l e trampa de v a s e l i n a . E l 
m o v i m i e n t o de c a r g a y e l t r a n s i t ó r i o de Ca 
m i o p l A s m i c o se m i d i e r o n s i m u l t a n e a m e n t e . E l 
e f e c t o de l a d r o g a a p l i c a d a e x t r a c e l u l a r -
mente depende d r a s t i c a m e n t e d e i pH. A pH=7 
1 mM r e d u j o e n t r e 10 y 30 X l a a m p l i t u d d e i 
t r a n s i t ó r i o de Ca p r o d u c i d o p o r un p u l s o de 
v o l t a j e desde -85 a 0 mV. A pH 8 .5 l a misma 
c o n c e n t r a c i ó n r e d u j o d i c h a r e e p u e s t a en un 
70X. En ambos c a s o s e l m o v i m i e n t o de c a r g a 
no fue a f e c t a d o . S i e n d o su p K a = 8 . 9 , a pH=7 
s ó l o e l I X de l a d r o g a e s t á en forma n e u t r a , 
p e r m e a b l e a t r a v e s de l a membrana c e l u l a r , 
m i e n t r a s que a pH=8.5 e l 24% e o t é en e s a 
fo rma . La d e p e n d ê n c i a con e l pH e u g i e r e una 
b a r r e r a h i d r o f ô b i c a en e l camino h a c i a e l 
s i t i o de a c c i ó n de l a d r o g a . L a indemnidad de 
l a c a r g a i m p l i c a r i a un e f e c t o d i r e c t o s o b r e 
e l c a n a l de l i b e r a c i ó n de Ca d e i RS . L o s 
r e s u l t a d o s s u g i e r e n que 1 ) e x i s t e un 
componente de LCIC operando en c o n d i c i o n e s 
f i s i o l ó g i c a s o 2 ) l a d r o g a i n h i b e l a l i b e r a 
c i ó n i n d e p e n d i e n t e m e n t e d e i mecanismo de 
e s t i m u l o . 

r i n w i o i « d o p o r « 1 P K D X O Z B A V Im F u n d A o l o n 
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R E S U M E N E S R405 

VIAS DE PASAJE PARA EL AGUA EN EL YEYUNO DE LA 
RATA.(water pathways in the rat jejunum). Cff ÇftPURRQ y 
H. PftRISI . Secciòn Biomembranas, Dpto. de F i s i o l o g í a . 
Fac. de Medicina, Universidad de Buenos Ai res . 

La primera porción dei yeyuno de ratas Uistar fué 
montada como un d iafragma en t re dos câmaras y e l 
movimiento neto de agua t ransepi te l ia l ( J w ) fue medido 
minuto a m i n u t o , d e t e r m i n á n d o s e e l c o e f . de 
permeabi1idad a l agua bajo un gradiente de presion 
osmótica (Posm) o hidrostática (Ph id r ) . Los valores ob
servados son comparados en IA tabla con los obtenidos 
en otras barreras e p i t e l i a l e s en idênticas condiciones 
experimentales: 

Yeyuno Ciego Colon amnios vej iga 
rata rata humano humano sapo 

Posm 3,3 ± 1,« ± 2,0 ± 15,2 ± 0,<> ± 6,S± 
SEM 0,7 0,3 0,5 1.* 0,6 0,5 

Phidr 61 ± 164 ± "23 + 325 ± 79 í 81 ± 
SEM 2,4 18 33 53 8 9 

valores en cm/s x 10~3, n<6, en el caso de la vej iga de 
sapo se dan v a l o r e s antes y despues de ADH. La 
ac id i f icac ión del medio por el pasaje de C0 a 3% a CO* 
100% en un medio con 25mM de bicarbonato (pH 7,1 a pH 
6,2) produjo una fuerte reducción de la permeabilidad 
asmótica en el yeyuno de la rata ( inhib. media 73 ± 10 
X, n=6). El efecto fue totalmente r eve r s ib le . Un efecto 
b l a q u e a n t e de l a pe rmeab i l idad osmótica par la 
ac id i f icac ión fue previamente demostrado en e l amnios 
humano y en la vej iga de sapo.. La medida de los f lujos 
u n i d i r e c c i o n a l e s de agua y sacarosa, junto al JM, 
permitió determinar en estos te j idos una via osmótica 
pa race lu la r (amnios) y ot ra t r ansce lu l a r ( v e j i g a 
estimulada con ADH). Similar metodologia será aplicada 
al yeyuno de la rata. 

PEBMEABILIDAD AL Bb DEL EPITELIO SIHCICIAL DEL 
PBOTOESCOLEX DE Echinococcus granulosus (Bb 
permeabi l i ty of the syncyt ia l epithel ium of 
Echinococcus granulosus protoscolex). Trecu, T., 
Batelli, H. y Beisin, I. Departamento de Biofísica, 
Fundaci6n CIHAE y Cítedra de Ouimica Gral. e Inorg. 
Fac. de Farmácia y Bioquímica, Universidad de Buenos 
Aires, Junin 958, (1006) Buenos Aires, Argentina. 

Se estúdio el efecto del bar io (Ba) y de la 
carlbdotoxina (CTX) sobre la permeabilidad al Bb del 
epitelio sincicial del tegumento del protoescòlex (PE) 
del Echinococcus granulosus. Para eso se mid ter on 
los flujos de entrada de Bb (Jin) por la incorporación 
de (86)Bb y los potenciales eléctricos de membrana, 
por empalamiento con microelectrodos. La técnica de 
Incorporación de (86)Bb utilised* consiste en mesclar 
50 ul de una suspension de PE con 200 pi de soluci6n 
Binger-Erebs con el t ra iador e incubaria a 37 *C 
durante tiempos de carga entre 2 y 120 s. Finalixada 
la carga, se vuelca la suspension en un sistema de 
fl ltraci6n por vacio ( f i l t ro de 0,65 um) y el f i l t ro 
se lava rapidamente con 6 ml de solución de sacarosa 
isosmolar. La actividad dei (86)Bb se determina en el 
f i l tro . Los Jin se obtienen de la pendiente de los 
gráficos dei (86)Bb incorporado contra tiempo y se 
normalixan por peso seco de PE. El Jin fué de Tl,l ± 9 
umoles Bb / g seco h (15) para PE controles. La 
ouabalna (0,1 mM) bloquea el 31 s del Jin control. Del 
59 a 62 X dei Jin ouabaino-lnsensible es inhibido por 
el Ba (5 mM) o Ba • CTX (5 mM y 4 nM, respectivamente) 
mientras que la CTX (4 nM) bloquea el 48 x dei Jin 
ouabaino-insensible. Se calcule que la permeabilidad 
para el Bb es de 14 nm/s; el Ba o la CTX desciende ese 
valor a 6 y T nm/s, respectivamente. 

Subsidio PID 302230085, COHICET de la Bep. Argentina. 

HIPEROSMOLALIDAD Y MECANISMOS DEL 
TRANSPORTE EPITELIAL DE SÓDIO. (Osmolality and 
mechanisms of epi thel ia l sodium transport) . 
Gazitúa, S. y Carrasco, S. Departamento de Ciências 
F i s io lóg icas . Universidad de Concepción. 

Nosotros hemos sostenido que la célula e p i t e l i a l se re 
cupera de la cafda del transporte de Na en hiperosmola_ 
lidad recurriendo a la activacion del transportador Na-
K-2CI y al aumento de la conductancia basolateral de K + . 
En piei de sapo montada en címara con perfusion cont i 
nua del lado interno, la corriente de cor tocircui to 
(CCC) cay6 mostrando cinetica de saturación cuando se 
agrego manitol a la solución isotónica del lado interno 
(en dosis creclentes hasta obtener 280 mM); la cafda de 
CCC aumente al adicionar BaC12 (3mM) al lado interno y 
se hizo maxima al agregar amilorida (10-6 M ) al lado ex̂  
terno: en hiperosmolalidad hay bloqueo parcial de ambas 
conductancias apical de Na+ y basolateral de K + . MSs 
aún, el efecto de la amilorida fue un 40% in fe r io r a la 
suma de los efectos separados tie manitol y de B a z + . Con 
menor concentración de manitol (70mM), CCC se recupere 
espontaneamente en un 60%; antes de que se iniciara la 
recuperaciôn, el manitol se reemplazó por urea obtenién_ 
dose 100% de recuperaciôn, efecto que fue bloqueado por 
Ba2+ en un 70%: durante la recuperaciôn de volumen, el 
alza del transporte de Na+ ocurre en su mayor parte por 
un aumento de la conductancia basolateral de K . La 
cafda parcial de la conductancia de Na + , a pesar de la 
concentración saturante de man1 to l , sugiere la existên
cia de dos grupos de canales de Na + : uno regulatorio de 
volumen y otro no regula tor io . 

Proyecto Direcciín de InvestlgaciÓn. U. de Concepción 
ZO.33.46. 

CARACTERIZACION INICIAL DE UN MODELO EXPERIMENTAL PARA 
DETERMINAR TRANSPORTE MEMBRANOSO DE HIERRO. ( I n i t i a l 
characterization of an experimental model to determine 
membrane iron transport) . Escobar, A . , Ahumada, A..Lanau, 
X. y Nudez, M.T. Departamento de Biologfa , Facultad~3e 
C~1encias, Universidad de Chile. 

Durante el proceso de incorporación celular , el hierro 
es transportado a través de la membrana antes de acceder 
al ci topi asma. En este trabajo definimos algunas caracte
r í s t i cas de este proceso util izando como modelo exper1men_ 
tal fantasmas sellados de re t iculoci tos de conejo. 

Se prepararon fantasmas de re t icu loc i tos por H s l s hipo 
tônica, centrifugaciôn diferencial y centrifugaciôn en 
gradiente de sacarosa. Los fantasmas fueron sellados por 
incubadôn en salino (pH 7,0) en presencia de 1 mM MgSOi,. 
El sellamiento se comprobó midiendo la permeabilidad de 
albümlna de bovino marcada con 1 2 5 I y la accesibiHdad de 
la gllceraldehfdo 3-P-deshidrogenasa. Los fantasmas s e l U 
dos fueron examinados por microscopfa de luz y e lec t rón i -
ca de barrido. 

Se determino la capacidad de los fantasmas para incorpo 
rar F e 2 + ofrecido como un complejo de 5 9 Fe-ascorbato ( 1 : 
20, mol/mol). El sistema incorporo hierro con Km de 5 y 
200 uM para F e 2 + y F e 3 + respectivamente. La incorporación 
de F e 2 + mostro cinética de saturadôn siendo los puntos 
experimentales ajustados por una ecuadôn que define dos 
sistemas con dné t l cas de primer orden. El sistema de 
transporte mostro dependência a l a temperatura con un pun 
to de quiebre a los 18°C tanto para el proceso de entrada 
como de sal ida de F e 2 + . Cinétlcas de sallda de 5 , F e 2 + en 
presencia de 5 6 F e 2 + externo indicaron que la vfa de paso 
puede ser un transportador. Experimentos de competência 
con otros metales indicaron que la acumulaciôn de 5 9 F e 2 + 

en fantasmas fue inhiblda por Cu2 , Z n 2 + , Cd 2 + y Mn 2 í . 
Concluímos que exis te un sistema de transporte de hie

rro asoclado a membrana con preferencia por F e 2 + que po-
drfa ser ut i l izado por otros metales traza. 

Financiado por FONDECYT 1003-88 y D . T . I . U. de Chile. 
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FUSION ENTRE SINAPTOSOMAS Y LIPOSOMAS DE PS. 
ALTERACION DE LA ACTIVIDAD DE N a + , K + - A T P a s a . 
(Fus ion between ^ynaptosomes and PS l iposomes . 
A l t e r a t i o n of Na ,K -ATPase a c t i v i t y ) . B e r n i k , 
D . , R i v a s , E. y Rodriguez de Lores A r n a i z , G. 
I n s t i t u t o de B i o l o g i a C e l u l a r , Facu l tad de Me-
d i c i n a , U n i v e r s i d a d de Buenos A i r e s . 

Fracc iones s inaptosomales a i s l a d a s de c o r t e -
za c e r e b r a l de r a t a fueron incubadas en ausên
c i a y p r e s e n c i a de l iposomas de f o s f a t i d i l s e -
r i n a ( P S ) . La c e n t r i f u g a c i ó n en g r a d i e n t e s d i s 
cont inues de sacarosa de l o s sinaptosomas t r a 
tados con PS mostro nuevas bandas a menores 
dens idades de f l o t a c i ó n . En d ichas bandas se 
observo un incremento en l a r e l a c i ó n f ó s f o r o 
l i p í d i c o / p r o t e i n a junto con una i n c o r p o r a c i o n 
masiva de PS y una disminución p r e f e r e n c i a l de 
l a f o s f a t i d i l e o l i n a (PC) de I a s membranas. 

El proceso de f u s i o n fue confirmado mediante 
e s túd ios d e l "se l f -quenching" de f l u o r e s c e n c i a 
de l a sonda oc tadec i l rodamina B ( R 1 8 ) . 

La disminución d e l quenching en Ias bandas 
d e l g r a d i e n t e de l o s sinaptosomas t r a t a d o s con 
PS, además de l o s a n á l i s i s b ioqu ímicos , ind ican 
que en I a s condic iones empleadas se produce f u 
s ion entre sinaptosomas y l iposomas . 

Se a n a l i z ó l a i n f l u e n c i a de e s t e proceso en 
l a a c t i v i d a d de l a Na ,K - A T P a s a . La incubac ión 
produce un aumento s i g n i f i c a t i v o de l a a c t i v i 
dad enz imát ica de un 30 a 50% según l a f r a c c i ó n 
s inaptosomal . 

Se comienza a e s t u d i a r l o s d i s t i n t o s f a c t o r e s 
que podr ían i n t e r v e n i r en e l proceso de f u s i o n . 
E l e f e c t o de q u e l a n t e s , de I a s p r o t e í n a s de 
membrana, y de o t r o s parâmetros f i s i c o q u í m i c o s 
t a l e s como l a p r e s i ó n osmótica , podr ían i n f l u i r 
en e s t e p r o c e s o . 

INHIBICIÓN DE LA ACTIVIDAD DE LA ATPasa DE Na 
POR HIDROPERÓXIDOS DE LAS CADENAS DE ÁCIDOS 
QRASOS DE MEMBRANAS DE RINON DE RATAS. 
(Inhibition of the Na-ATPase activity by fatty acid chain 
hydroperoxides of membranes from rat kidney). 
Rodriguez. A„ Provérbio. L . y Marin. R_ Centra de 
Biofísica y Bioquímica, Instituto Venezolano de 
Investigaclones Cientificas (I VIC), A.P. 21827, Caracas 
1020A (Venezuela). (Patrocínio: A,G, Lopes). 
La Inhlbiclón de las activldades: de enzimas de membrana 
por la peroxidation de los Ifpidos es un tema que ha sido 
ampliamente Investigado, ya que pudlera explicar muchos 
procesos degenerativos como el enve|eclmlento celular. 
En el presente traba|o se estúdio el efecto de la 
generation de hidroperóxidos de las cadenas de ácidos 
grasos de membranas plasmáticas laterobasales de corteza 
renal de ratas, sobre la actividad de una enzima asociada 
a la regulation del volumen celular: la ATPasa de Na. 
Los hidroperóxidos fueron generados a traves de un 
tratamlento de las membranas con luz UV, a una longltud 
de onda de 254 nm, a una distancia lámpara-membrana de 
4 cm. y a una temperatura d« 4°C, por diferentes tiempos 
de Incubación. Los niveles de hidroperóxidos se 
determinaron mediante el ensayo de ácido tiobarbitúrlco 
(TBA) y mediante la extraction llpldlca y determination 
de dlenos y trienos conjugados. Se encontro que al 
Incrementam los niveles de compuestos resctlvos con 
TBA de 3.75 ± 0.29 a 10.89 :T 1.26 nmoles MDA/mg prot. 
y de dlenos conjugados de 1.63 ± 0.10 a 2.25 ± 0.18 
nmoles/mg Ifpidos y trienos conjugados de 1.30 ± 0.34 a 
2.36 ± 0.20 nmoles/mg Ifpidos, la actividad ATPasIca de 
Na se Inhibe en un 100%. SI el incremento en los niveles 
de hidroperóxidos es bloqueado mediante el uso de 
"ellmlnadores' de radicales libres como la tlourea, la 
actividad de la ATPasa de Na no se pierde. La inhibition 
ocasionada por los hidroperóxidos no es debida a un 
cambio en los parâmetros clnéticos de la enzima. 
Análisis de la curva de Arrhenius sugieren que la 
inhibición de la actividad enzimática es debida a una 
disminución en la fluidez de membrana. 

LA 1'OSFORILACION DE LA SR-ATPasa POR Metal-ATP Y Metal-
Pi ES CONDUCIDA POR CATIONES. (Phosphorylation of SR-
ATPase by Metal-ATP and Metal'Pi is driven by cations). 
J.J. Lacapere*+, B. Trinnaman+, N. M. Green +, F. Gui-
l la in*. E. Mintz* y G.L. Alõnso''• ( « ) Biophysique, CEN 
SACLAY, FRANCIA; (+) Prot. S truc , NIMR, LONDON, INGLA
TERRA; (//) Biofísica, Odontologia DBA, Buenos Aires, AR
GENTINA. 

El transporte de cálcio por la ATPasa del reticulo 
sarcoplãsmico (RS) se realiza a expensas de la energia 
de hidrõlisis de Mg'ATP. Es posible sustituir magnesio 
por otros cationes; se ha medido actividad ATPásica u-
tilizando vários complejos Metal-ATP como sustratos. El 
cio de la ATPasa es reversible y la fosforilaciõn de la 
enzima por Mg'Pi es el paso inicial de la reacciãn de 
síntesis de ATP. Recientemente ha sido demostrado que 
otros complejos Metal-ATP pueden dar lugar a la forma
ción de fosfoenzimas covalentes, e inclusive a la sín
tesis de ATP. 

En este trabajo mostramos que la velocidad de forma
ción de la fosfoenzima covalente depende del cation 
presente como cosustrato. Entre vários cationes u t i l i 
zados, el cromo, que forma un complejo covalente con el 
ATP, presenta características particulares: La ATPasa 
es fosforilada por Cr-ATP; la fosfoenzima es extremada-
mente estable; su formación no requiere la presencia de 
cálcio en el sit io de transporte. ADP, que es usualmen
te liberado luego de la formación de la fosfoenzima co
valente, permanece unido a la enzima, probablemente a 
través de su union con el cromo. La presencia simultâ
nea de otro cation, Mg^+ por ejemplo, acelera la forma
ción de la fosfoenzima covalente. 

Se discuten la función y el número de cationes que 
interaccionan con el sít io catalítico. 

REACTIVIDAD DIFERENCIAL DE RESÍDUOS DE LISINA ENTRE LAS 
CXMFOBMACIONES El Y E2 DE LA BOMBA DE CÁLCIO DE MEM
BRANA DE ERITROCITOS. ( D i f f e r e n t i a l r e a c t i v i t y o f 
lys ine residues batmen El and E2 conformara of red 
c e l l membrane Ca2+ pump). IVwwrt.. C. . r.»»-trf» A ,T 

" " y BRWNL. IT P F 0. Ins t i tu to de Química 
y Fisicoquimica Biológicas (ÜBA-COHICET). Facultad de 
Farmácia y Bioquímica. Oniversidad de Buenos Ai res . 

El metilacetimidato (HA) reaociona especificamente con 
grupos amino pr imários , t a l e s como l o s £-NHz de las 
Us inas . El presente trabajo determina e l e fec to de l a 
roodificación de res íduos de l i s i na con MA sobre l a 
bomba de Ca 2 + de membrana plasmatics. Se incubo una 
suspension de membranas de e r i t r o c i t o s l i b re s de c a l -
modulina (CaM) con MA, en buffer bicina pH 8.30, y se 
demostro que dicho tratamlento produce inhibición par
c i a l de l a act ividad Ca*-*-ATPásica medida en ausência o 
en presencia de CaM, la cual no se debs a l a al teración 
de l a a f i n i d a d por CaM, n i a l a v a r i a c i ó n de l a 
afinidad por e l ATP. La presencia de 5mM ATP o de 50 uM 
WQf- (que e s t ab i l i za a l a enzima como E2-VC3-), durante 
e l tratamiento con MA, previno la inhibición de l a ac
t iv idad en ausência de CaM. Es conocido que la prein-
cubacion de membranas con Ca2+ 0 l a remoción dei s i t i o 
para CaM son tratamientos que estabilizam la enzima en 
conformación El , mi entras que la incubación en un medio 
sin C a 2 + y Mg2* l a e s t a b i l i z a en E2. Se determino e l 
curso temporal de l a inh ib ic ión por MA de la Ca2*-
ATFasa 1 levada a conformación El y a conformación E2, y 
se observo que l a enzima en El se inh ibe con una 
velocidad ve in te veces mayor que la enzima en E2 . Se 
oomprobó además que, en condiciones en que coexisten El 
y El , se obtiene una c iné t ica de inhibición bi fás ica . 
pudiéndose calcular e l porcentaje de l a enzima en cada 
una de Ias conf ormaciones. Estos resultados indican que 
ex i s t e una re actividad d i fe renc ia l de los conformeros 
El y E2 a l MA, l o cual puede ser u t i l i zado como her-
ramienta para e l es túdio de l a acción de diferentes 
l igando: sobre e l equ i l í b r io conformacional E1-E2 en l a 
bomba de Ca2+. 

Con subsídios de (BA, 00NICET. WAS y ANTORCHAS. 

ATPasas 
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KL SITIO DE UNION PARA LA GAIMGDTJLINA C O D DtHHDXR 
BNTJOGENO EE LA ACTIVIDAD FOSFATÁSICA DE LA BOfiA DE 
Cat* DS KBITBTJCirOB B0NAN06. (The c a l m o u in-binding 
s i t e as an endogenous inh ib i to r o f the phosphatase 
a c t i v i t y o f the C a 2 + -pump o f human erythrocytes) 
AJ .Ca r ide . JT.FfiTniatflD, and J P F f) RnnM I n 
s t i tu to de Química y Fisicoqaimica Biológicas (ÜBA-
OONICET) Buenos Aires 1113, ARGENTINA y Mayo C l in i c , 
Rochester MN. 55905, USA. 

La p ro t eó l i s i s de l a bomba de Ca? 4 con quimotrip-
sina, elimina l a region C tenninal, region que cor
responde a l s i t i o de union de l a calmodulina a l a 
enzima (James e t a l (1986) J.Biol.Chem. 263, 2905). 
Este tratamiento produce un aumento de l a af inidad 
aparente para e l Ca 2 + y de l a Vmax de l a act ividad 
ATPásica de l a bomba. E<i presencia de Ca 2 + y ATP, o 
del complejo Ca2+-calmodulins, l a bamba de Ca 2 + ex-
presa una act ividad p -n i t ro fen i l fosfa tes ica (Rossi 
e t a l (1986) B.B.Acta 858 , 21 ) . Hemos cxnprobado que 
e l tratamiento de membranas aisladas de e r i t r o c i t o s 
con quirootripsina, a c t i v a l a fosfatasa eliminando 
los requerimientos de ATP, Cj i 2 + y Ca2+-<2alnüdulina. 
P o r o t r a p a r t e un p é p t i d o s i n t é t i c o disefíado 
siguiendo la secuencia del s i t i o de union de l a c a l 
modulina (C20), inhibio ccnplatamente (Ki=20 uM) l a 
ac t iv idad fos fa tás ica generada por e l tratamiento 
con quirootr ips ina , pero no a f e c t ó l a a c t i v i d a d 
estimulada por Ca 2 + y ATP en la enzima intacta. En 
ausência de ATP, l a inhibición por e l péptido C20 es 
no competitiva con respecto £tl Ca 2* mi entras que en 
presencia de 2 nrl ATP, e l C a 2 + antagonize l a in
h i b i c i ó n . Estos resu l tados sugieren que e l s i t i o 
para la calmodulina es un inhibidor endógeno de l a 
a c t i v i d a d f o s f a t á s i c a y p e r m i t e n proponer un 
mecanismo para la h i d r ó l i s i s de l p-ni t ro fen i 1 f o s 
fato por l a bomba de C a 2 + . 

Con subsidios de AHTORCHAS, CONICET, TWAS y UBA. 

DEM0STRACI0N DIRECTA DE UNA F0SF0ENZIMA ACIDO-LABIL EN 
EL CICLO DE LA Ca-ATPasa DEL RETICULO SARCOPLASMIC). 
(Direct demonstration of an acid-labile phosphoenzyme 
in the cycle of the sarcoplasmic reticulum Ca-ATPase). 
Alonso, G. L . , Takara, D. y Gonzalez, D. A. Cátedra de 
Biofísica, Facultad de Odontologia, Universidad de Bue
nos Aires. 

La Ca-ATPasa del retículo sarcoplãsmico (RS) puede 
fosforilarse con fósforo inorgânico (Pi) como sustrato, 
en ausência de Ca^ + , segun el siguiente esquema: 

E + Pi-" ^ - ^ E'Pi *—2— E-P + H20 
La union E-P es covalente y ãcido e3table; la union E«Pi 
es no covalente y ãcido l ãb i l . La reacciõn depende de 
M g 2 + . 

Fragmentos de RS depositados sobre f i l tros Millipore 
fueron perfundidos a flujo constante con dos soluciones 
sucesivas, ambas libres de Ca^+ y conteniendo dimetil-
sulfoxido (DMSO) 40% ademãs de otros reactantes. Se ana-
lizaron Ias muestras efluentes: Perfundiendo sucesiva-
mente soluciones sin y con Pi(32p) ( s e detecta retenciõn 
de solo en presencia de Mg2+, indicando formaciõn de 
las fosfoenzimas (E'Pi y E-P) . Perfundiendo Ias fosfoen-
zimas con ácido tricloroacético 5%, se l ibera ^^P, indi
cando la cantidad de fosfoenzima ãcido lãbi l (E*Pi) en 
equilibrio con la fosfoenzima ãcido estable y los reac
tantes l ibres . La fosfoenzima ãcido estable fue evalua-
da luego dei lavado exhaustivo dei f i l tro con ãcido y Pi 
fr io . Utilizando Pi 20 pM, las cantidades de E'Pi y E-P 
detectadas fueron, respectivamente, 0.72 - 0.12 y 1.48 
í: 0.10 (ES, n-5) nMoles/mg de proteína. 

Los resultados indican: (1) El método permite la eva-
luaciõn dei intermediário fosforilado ãcido lãbi l en el 
ciclo de la Ca-ATPasa dei RS. K g < 1 - k2^-2> e s a P r o x i -
madamente igual a 2.0. (2) Los resultados apoyan la hi-
pôtesis de que el sustrato de la reacciõn, en presencia 
de DMSO, es el complejo Mg'Pi, dado que Mg 2 + es necesa-
rio en la etapa '1* de la reacciõn. 

ACTIVIDAD FOSFATASA DE LA Na.K-ATPasa, F0SF0RILACI0N EN 
ESTADO ESTACIONARIO, C0NFORMACI0NES DE LA ENZIMA E INTER 
CAMBIO K-K. (Phosphatase activity, steady state E-P, 
enzyme conformations and K-K exchange). Berberián, G. y 
Beauge, L . , Instituto M. y M. Ferreyra, Cordoba, Argen
tina. 

En liposomas con Na,K-ATPasa incorporada, la[E-P]por Pi 
no se afectS por K-cit, o Na-ext., se redujo un 50% por 
K-ext., y fué inexistente en presencia de Na-cit. La 
fosforilaci&n por AcP se incremento 30% por K o Na-cit; 
en esas condiciones K-ext. redujo en un 50%[E-P]pero no 
afectó el E-P formado sin Na- y K-cit. En ausência de 
Mg (y de actividad fosfatasa) pNPP estimulo levemente el 
intercâmbio K-K pero AcP no tuvo efecto. En presencia de 
Mg (marcada actividad fosfatasa) AcP no afectó el inter
câmbio K-K mientras pNPP produjo una estimulación mayor 
que sin Mg. La adiciSn de 1 mM ADP redujo en un 30% la 
actividad AcPasa e incremento el intercâmbio K-K a los 
niveles observados con 10 mM Pi . Con 3 mM Mg, la capta-
ción neta de K no fué afectada por AcP o pNPP y fué in-
hibida por Pi + ADP. Con 0.05 mM Mg, Pi produjo un pe
queno incremento, no hubo câmbios con AcP y escasa inhi
bición con pNPP. En fragmentos de membrana, los câmbios 
de fluorescencia de la enzima marcada con FITC indicaron 
que E-P a partir de Pi corresponde a la forma E2; a par
t ir de AcP, a E2 en presencia de Na o K y a El en ausên
cia de ambos; con pNPP y Kg la se fiai fué tipo El sin Na 
y K o con Na solamente y E2 en presencia de K. Estos re
sultados sugieren que la fosforilaciõn por Pi y la acti
vidad fosfatasa de la Na,K-ATPasa poseen pasos diferen
tes y que el intercâmbio K-K en presencia de actividad 
fosfatasa depende de la existência de E-P pero no de 
los eventos bioquímicos de esa reacciõn. 

KFKC1G6 DE TJHIBIDQBKS DE LA ACTIVIDAD Ctó+^TPaaa 
DOBAMTR I A GLOCOSILACICH DB tfiHBBANAS DS KHITUUCITUb 
HDMAN0S. (Effects o f Ca2+-ATPase inhibi tors during 
the g l y c a t i o n o f human e r y t h r o c y t e membranes) 
Gonzalez Flecha F . L . , G a a l i a r d i n o J.J, y Rossi 
J . P . F . C . I n s t i t u t o de Química y F i s i c o q u i m i c a 
Biológicas (UBA-C0NICET) y Centro de Endocrlnologia 
Experimental y Aplicada (UNLP-CONICET) - ARGENTINA. 

Hemos demostrado (Diabetes 39:707-711,1990) que l a 
a c t i v i d a d Ca 2 + -ATPasa de membrana de e r i t r o c i t o s 
humanos disndnuye a l incubarse membranas l ib res de 
calmodulina en presencia de elevadas cxmcentraciones 
de glucosa o de glucosa- 6- fosfato durante 1 hora a 
37 *C. Este e f e c t o responde a modi f icaciones en Ias 
condiciones de incubación de raanera compatible con 
la hipótesis de g luoosi lac ión no enzimática. En e l 
presente e s túd io se ensayó e l e f e c t o de l a i n 
cubación de membranas con 100 mM glucosa o gluoosa-
6-fosfato en presencia simultânea de inhibidores de 
l a Ca 2 +-ATPasa. Luego de dicha incubación Ias mem
branas fueron lavadas exhaustivamente de manera de 
el iminar completamente es tas sustancias. Los con
t ro l e s contenian Ias mismas drogas en presencia de 
100 mM de m a n i t o l . Los r e su l t ados obtenidos 
muestran que: i ) La presencia de inhibidores de l a 
Ca 2 +-ATPasa como 50 uM LaCls o 100 uM HUVOs poten-
cian significativamente la inhibición de l a enzima; 
i i ) e s t e e f e c t o es i n d e p e n d i e n t e d e i azúcar 
u t i l i z a d o durante l a incubación; i i i ) l a presencia 
de 100 ug/ml de i compuesto 48/80 ( inh ib idor de la 
ca lmodul ina) no m o d i f i c a s i g n i f i c a t i v a m e n t e e l 
e fec to de los azúcares reductores. Estos resultados 
sugieren que durante l a g lucos i l ac ión de Ias mem
branas se m o d i f i c a n I a s p r o p i e d a d e s de l a 
Ca 2 +-ATPasa por un e fec to d i rec to sobre l a enzima. 

Con subsidios de F.ANTOBCHAS, CONICET, TWAS y UBA. 
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CARACTERIZACION DE LA FOSFORILACIÓN DE LA Ha,K-ATPasa 
POR ALTAS OONCENTRACIOKES DE ATP. (Characterization of 
the phosphorylation o f the Na,K-ATPase by high con
cen t r a t i ons Of ATP) . Phlnffn. R D tfarr.han, P ,T y 
Rgtfa A R Ins t i tu to de Qjimica y Fisicoquimica B io 
lógicas (UBA-CONICET). 

En una ccramicación previa (Sociedad Argentina de Bio
f í s i c a , 1989) demostramos, u t i l i zando un equipo de 
f lu jo detenido, que en médios sin K + y con 500 uM ATP 
la fos for i lac ión de la Na, K- ATPasa es mucho más rápida 
y alcanza un va lor dos a t r es veces superior a l a f o s 
fo r i l ac ión con 10 uM ATP. El fenômeno es t rans i tór io 
ya que e l n íve l de fos for i lac ión decae hasta alcanzar 
e l mismo n ive l estacionario que con 10 uM ATP. Se con
tinuo la caracterización de es te fenômeno, coraprobán-
dose que: ( a ) l a fos for i l ac ión es bloqueada totalmente 
por l a ouabaína, ( b ) e l fenômeno se observa en ausên
cia de Na* s i e l medio contiene imidazol-HCl y requie-
re Na+ s i e l imidazol se reemplaza por Tris-HCl, ( c ) 
la fosfoproteína obtenida es rapidamente hidrolizada 
en médios con hidroxilanrína, ( d ) toda la fosfoproteína 
obtenida en médios con 500 uM ATP t iene l a misroa novi-
l idad e l ec t ro fo ré t i c a que l a obtenida en médios con 
10 uM ATP. Los resultados sugieren que la f o s f o r i l a 
ción extra de l a Na.K-ATPasa observada en médios con 
500 uM ATP es ran«sarfa por l a formación de fosfoenzima 
de l a ATPasa. Esto sugiere que la ATPasa t iene más 
s i t i o s fos for i l ab les que los que se expresan a 10 uM 
ATP y que e l nucleotide- e jerce un efec to de haja a f i 
nidad en ausência de K + . El fenômeno observado podría 
deberse a l a fo s fo r i l a c ión de una clase d i s t in ta de 
s i t i o s o a un e fec to de baja afinidad del ATP, que in
duce un aumento t r ans i t ó r io en la d isponibi l idad de 
l o s mismos s i t i o s que se fo s fo r i l an en médios con 
10 uM ATP. 

Con subsidies de UBA y CONICET. 

Canales lónicos 

GRUPOS AMINO PRIMÁRIOS ¥ LA SECUENCIA PROBABLE 
DEL SITIO DE UNION DE TETR0DOT0XINA EN EL CANAL 
DE SÓDIO (Pr imary amino groups and the p r o b a b l e 
sequence f o r the t e t r o d o t o x i n b i n d i n g s i t e in 
the sodium channel ) L i b e r o n a . J . L . y Jaimovich. 
E. Departamento de F i s i o l o g i a y B i o f í s i c a , Fac. 
de Medic ina , U . de C h i l e y C . E . C . S . 

La modi f i cac ión de grupos amino p r i m á r i o s 
( l i s i n a s ) en l a membrana p l a s m á t i c a de músculo 
e s q u e l é t i c o de a n f í b i o i n h i b e l a unión de 
t e t r o d o t o x i n a (TTX) y sus d e r i v a d o s e i n h i b e , 
en forma e s p e c í f i c a e i r r e v e r t i b l e l a c o r r i e n t e 
de s ó d i o . E l e f e c t o s o b r e l a union de TTX se 
obt i ene con d i v e r s o s m o d i f i c a d o r e s químicos 
(TNBS, f luorescamina) y puede s e r p r o t e g i d o por 

TTX. 
Se encuentra d i s p o n i b l e l a secuencia 

p r i m a r i a de aminoácidos obten idas de cDNA para 
7 c a n a l e s de s ó d i o d i f e r e n t e s de d i s t i n t a s 
e s p é c i e s y t e j i d o s , encontrándose una a l t a 
p r o p o r c i ó n de a n a l o g i a e n t r e e l l a s . Cinco de 
e s tos c a n a l e s (de c é r e b r o , músculo e s q u e l é t i c o 
y ógano e l é c t r i c o ) t i e n e n a l t a a f i n i d a d por TTX 
y dos (músculo denervado y corazón) t i enen b a j a 
a f i n i d a d . 

Consideramos l o s s i g u i e n t e s c r i t é r i o s : 
a ) L a secuencia d e i r e c e p t o r de TTX debe e s t a r 
al tamente conservada en l o s c a n a l e s s e n s i b l e s 
y ausente en l o s i n s e n s i b l e s . b ) Debe e s t a r 
l o c a l i z a d a en un segmento ub icado en l a cara 
ex terna de l a membrana y c) Debe contener una 
o mas l i s i n a s . Se de tec tan dos secuenc ias , 
en tre l o s segmentos 5 y 6 de l o s domínios l i y 
IV que co inc iden con r e g i o n e s propues tas como 
r e c e p t o r en base a mutaciones p u n t u a l e s . Este 
a n á l i s i s s u g i e r e que I a s l i s i n a s i d e n t i f i c a d a s 
forman p a r t e d e i r e c e p t o r de TTX. 

F inanc iado p o r NIH GM35981,FONDECYT 972 y 
MDA. 

MECANISMO DE ACCION DE IBEROTOXINA: UN BLOQUEADOR 
ESPECIFICO DE CANALES DE K + ACTICADOS POR Ca 2 + . (Iberotoxln 
blockade in CaJ*-actlvated K + channels). Sebastian Candla, Maria 
Luisa Garcia y Ramón Latorre. Centro de Estúdios Científicos de 
Santiago, Merck Institute for Therapeutic Research y Departamento de 
Biologia, Facultad de Ciências, Universidad de Chile, Santiago, Chile. 

Iberotoxlna (IbTX) es una toxina peptldlca que ha sido purificada 
reclentemente dei veneno dei escorpión Buthus tamulus. La toxina tiene 
un paso molecular de 4,3 kDa y muestra un alto grado de homologfa 
con otras toxinas que inhlben canales de potaslo. En particular, IbTX 
tiene una gran homologfa con la caribdotoxlna (CTX) una toxina qua 
bloquea en el Intervalo nanomolar de concentraclón a canales de K + 

actlvados por Ca 2 + (K(Ca)). Iberotoxlna bloquea con una especiflcidad 
mucho más alta que CTX los canales K(Ca) y por Io tanto es Importante 
elucidar su modo de acclón. Esto se ha lievado a cabo estudlando el 
efecto de la IbTX sobre canales K(Ca) de músculo Incorporados sn 
bicapas planas de llpidos por el método de fusion. Iberotoxlna a 
concentraclones nanomolares agregada al medio externo es capaz de 
induclr un estado cerrado en el canal K(Ca) con una duración de vários 
minutos. Estos períodos en que el canal permanece inactlvo estan 
separados por estallldos de actividad. Los largos períodos de 
InactMdad pueden ser Interpretados como períodos en que la toxina 
implde el paso de corriente a traves dei canal. A medida que la 
concentraclón de toxina aumentada la duración de los períodos de 
actividad se acorta. Los tlempos de duración de los períodos activos y 
bloqueados se dlstrlbuyen exponenclalmente en el tiempo Se 
encontro que el reciproco de los tlempos médios de los períodos 
activos depende llnealmente, en tanto que el tiempo promedio de los 
períodos bloqueados es Independiente de la concentraclón de IbTX. 
Estos resultados pueden ser Interpretados sobre la base de un simple 
modelo de dos estado dei tipo: activo + IbTX T—^ bloqueado con 
constantes de rapidez k para la reacclón de bloqueo y k0„ para la 
dlsoclaclón dela toxina dei canal. Se encontro un kOT = 4,4 x 10'° M"V 1 

y un k^, = 0,0049 s'' (K. = 0,89 nM) Io que Indica una alta afinidad de 
la toxina por el canal K(Ca). El tetraetilamonlo complte con la IbTX. Ya 
que el TEA bloquea el canal K(Ca) ubicándose en la boca externa dei, 
canal, es probable que el sitio do unión de la IbTX se encuentre en el 
mlsmo lugar. Financiado por FONOECYT y NIH. 
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FFECTO DE LA DESNERVACION SDBRE EL CANAL DE 
K-Ca ACTIVADO (BK> EN MUSCULO ESQUELÉTICO. 
( E f f e c t of denervat ion on K-Ca a c t i v a t e d 
channel (BK) in s k e l e t a l musc le ) . B i a l i • F. I • 
E s c o b a r . A . L . M . S c h i n d e r • A . F . N i c o l a S i r i . L . C 
y U c h i t e l . Q . D . I n s t i t u t o de B i o l o g i a C e l u l a r , 
Facu l tad de Medic ina , Un ivers idad de Buenos 
Ai r e s . 
Con el f i n de e s t u d i a r ej. e f e c t o de l a 
desnervac ión sobre l a s propiedades del canal 
de P a t a s i o ac t ivado por C á l c i o en músculo 
e s q u e l é t i c o de mamífero se proced io a l a 
secc ion dei n e r v i o c i a t i c o (8—10 mm) y l a 
p o s t e r i o r d i secc ión dei músculo EDL. El 
e s t ú d i o de l o s cana le s fue r e a l i z a d o en 
v e s í c u l a s membranosas obten idas por t r a c c i ó n 
mecânica de l o s mismos (S te in y P a l a d e , 
1989). Los músculos c o n t r a i a t e r a l e s fueron 
usadas como c o n t r o l e s . 

Se u t i l i z a l a t é c n i c a de patch-clamp en 
c o n f i g u r a c i â n i n s i d e - o u t s iendo l a so luc ión 
tanto dei bafto como de l a p i p e t a 140 mM KCI, 
5 mM MOPS (PH 7 .2) y 5 o 14 uM Ca. 
El e s t ú d i o de l a conductancia dei canal no 
a r r o j o ' d i f e r e n c i a s s i g n i f i c a t i v a s s iendo de 
26á±30 pS para músculos normales y 258±40 pS 
para músculos desnervados . 
Las p r o b a b i l i d a d e s de canal a b i e r t o 
encontradas a 5 y 14 uM Ca tanto para 
músculos normales como para desnervados no 
presentan d i f e r e n c i a s r e s p e c t o de l o s 
r e s u l t a d o s obten idos por B a r r e t y c o l . en 
c u l t i v o de miotubos. Se comprobó l a 
independência de l o s cana le s a j u s t a n d o s e l o s 
h is togramas de ampl i tude» a una d i s t r i b u c i ó n 
bi nomi a l . 

La p r o b a b i l i d a d de a p a r i c i ó n dei canal (BK) 
en l o s s e i l o s obten idos re spec to dei t o t a l de 
c a n a l e s observados fue mas f reqüente en l o s 
músculos normales ( 0 . 7 n::43) re spec to de l o s 
desnervados (0 .27 n : 3 0 ) . 

INCORPORACIÓN DE CANALES IÓNICOS DE BACTÉRIAS ORAM 
POSITIVO EN BICAPAS PLANAS DE F08F0UPIDO8. Oncorporatlon of 
Ionic channels from Gram-posltlve bacteria Into planar phospholipid 
bilayers). Alcayagá C„ Carrasco A, y Wolff D. Departamentos de 
Biologia y Ciências Ecológicas, Facultad de Ciências, Universidad de 
Chile. 
Estúdios electroflslológlcos y bioquímicos han demostrado la presencia 
de canales Iónlcos en todas las células de organismos eucaiiontes de 
diferentes phyla, lo que sugiere un origen evolutivo común de estas 
proteínas. Aunque no exlsten estúdios en los que se haya realizado 
una caracterlzaelón de los canales Iónlcos de membranas plasmétlcas 
de bactérias, es poslble que estos se encuentren ya presentes en 
estos procariontes. 
En este trabajo descrlblmos la preparaclón de una fracclón de 
veslculas de membrana plasmatics de la bacteria Bacillus subtilis cepa 
161 y su Incorporación en bicapas planas de fosfolfpldos. 
Las veslculas se prepararon por llsls en medio hlposmótlco de 
protoplastos obtenidos por digestion, con llsozlma an un medio 
hlperosmótlco, de la pared celular de un cultivo bacterlano crecldo 
hasta la fase exponenclal tardia. Las veslculas se purtficaron en un 
gradiente dlscontlnuo de sacarosa y el enrlqueclmlento de la fracclón 
de membrana celular se slguló por medlclón de la actividad de la 
enzima succinate deshldrogenasa. 

Resultados preliminares muestran la Incorporación a la bicapa de 
diversos canales Iónlcos provenientes de la fracclón enriquecida en 
membrana celular de Bacillus subtilis. Entre los más frecuentes, hemos 
Identificado un canal levemente catlónlco, con una razón de 
permeabllldades P K / P a - 1,6 y que en soluciones simétricas de KCI 
(300/300 mM) tlene una conductancia de aproximadamente 320 pS. 
También hemos observado un canal selectlvo a cationes cuya 
conductancia es de alrededor de 180 pS en KCI 300/300 mM. Ambos 
canales presentan sub-estados de menor conductancia y no muestran 
una clara dependência dei potencial eléctrtco. 

Financiado por proyecto F0NDECYT1111/90. 

CÂMBIOS EN LAS PROPIEDADES DEL C A N A L DEL 
R E C E P T O R N I C O T Í N I C O O B S E R V A D O S D U R A N T E 
M O D I F I C A C I O N E S Q U Í M I C A S DE G R U P O S T I O L E S 
(Changes in channel properties of acetylcholine receptors 
during the time course of thiol chemical modifications). Bnnrat 
C À Barrantes. F J A y Siywnrth P j A 'instituto de Ihves-
tigaciones Bioquímicas, CONICET/Univ. Nac. Sur, Argentina y 

Departamento de Fisiologia, Universidad de Yale, Estados 
Unidos. 

La influencia de ios grupos tioles sobre Ia función del receptor 
colinérgico nicotínico (AChR) de células donates musculares 
BC3H-1 fue evaluada utilizando la técnica de patch-clamp en la 
configuration "cell-attached". El tratamiento con 1 ô 5 m M 
ditiotreitol (DTT) o con 5 mM N-etilmaleimida ( N E M ) no 
produce câmbios en la conductancia ni en el tiempo medio de es
tado abierto dei canal. Sin embargo, la reduction con D T T 
seguida de alquilación con N E M produce câmbios en el AChR. 
Bajo estas condiciones, los canales activados con 2jiM acetilcolina 
(ACh) muestran t iempos de estado abierto menores 
(aproximadamente 15 veces menor) y una leve disminución en la 
corriente dei canal único. Ambos câmbios son dependientes dei 
tiempo de exposición y concentración de N E M . La modificación 
química no afecta significativamente la frecuencia de apertura 
dei canal. Cuando el AChR reducido y alquilado es activado con 
lOOuM ACh, se observan episódios de aperturas separados por 
períodos silentes de aproximadamente 1 s. La probabilidad de 
encontrar al canal abierto, calculada para aperturas dentro de un 
mismo episódio, disminuye alrededor de 10 veces en relacion a 
canales no modificados. Las observaciones a altas con
centraciones de ACh demuestran que el AChR reducido y 
alquilado es capaz de sufrir desensibilización, aunque con carac
terísticas diferentes dei AChR nativo. 

ACTIVACION POR AMPc DE UN CANAL CELULAR DE CLORURO EN 
PIEL AISLADA DE SAPO. (Act ivat ion by cAMP of a ce l lu la r 
chloride channel in the isolated toad sk in ) . Cas t i l lo G. 
Covie l lo A. y Orce G. Depto. F i s io log ia , INSIBIO (UNT/ 
CONICET), C. de correo 38, 4000 Tucumán, Argentina. 

La t eo f i l ina (alkiIxantina que aumenta la concentra
ción intracelular de AMPc) causa en la piel aislada del 
sapo Bufo arenamm un aumento del transporte transepite-
i i a l de sódio, medido por la corriente de cortocircui to 
(CCC). En ausência de Cl- la conductancia transcelular 
(G) aumenta también en forma proporcional a la CCC. En 
presencia de C l - , en cambio, el aumento de G es despro-
porcionadamente a l t o , demostrándose la existência de un 
componente de la G independiente de la CCC y dependiente 
del C1-. Según evidencias previas de nuestro laborató
r i o , dicho componente de G tiene localización principal
mente celular . En piei tratada con teof i l ina en ausência 
de Cl- y luego expuesta a concentraciones crecientes de 
Cl- se producen aumentos de G sólo cuando e l Cl- en con-
tacto con la cara epidérmica (pero no dérmica) alcanza 
una concentración de 5 mEq/1 o mayor. La exposición de 
la pie i al dinitrofenol (DNP, desacoplador de la fos fo-
r i lación oxidat iva) previene o rev ier te los câmbios in-
ducidos por la t e o f i l i n a , l o que interpretamos como una 
inhibición dei canal de Cl- por la droga. En contraste, 
el efecto del d ibut i r i l AMPc no es modificado por el 
DNP. Estos resultados indican que la apertura dei canal 
de Cl- activado por AMPc requiere de una concentración 
umbral de Cl- en el bano epidérmico (sugiriendo que el 
sensor se encuentra localizado en la membrana a p i c a l ) , y 
sugieren también que el e fec to inhibidor dei DNP se rea
l i z a en una etapa previa al s i t i o de acción dei AMPc. 
Estos resultados, sumados a la diferencia de velocidades 
con que produce la inhibición de la CCC y de la G luego 
de la exposición al DNP, sugieren que la inhibición de 
la conductancia al Cl- por el DNP se debe probablemente 
más a la inhibición de la producción de AMPc que al 
agotamiento dei ATP. 
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EFECTO DE ODORANTES SOBRE LA RESPUESTA ELECTRICA DE 
NEURONAS AISLADAS DE EPITEUO OLFATORIO DE VERTEBRADO. 
(Effect of odorants on the electrical response of Isolated vertebrate 
olfactory neurons). Morales, B.. Montesino, H., Labarca, P., Baclgalupo, 
J. Departamento de Biologia, Facultad de Ciências, Universidad de 
Chile y Centro de Estúdios Científicos de Santiago. 

Las neuronas olfatorias de vertebrados responden a una gran 
dlversldad de agentes químicos (odorantes) con un aumento en la 
frecuencla de potenciales de acclón (PA). Los mecanismos de 
qulmlotransducclón Involucrados en esta respuesta son aún 
desconocldos. Evidencias bioquímicas sugieren que algunos odorantes 
ejercen su acclón a través de AMPc o del IP,. Se estúdio el efecto de 
estos odorantes sobre la generaclón de PA en neuronas alsladas de 
epitello olfatorio de Caudiverbera caudiverbara. 

Las neuronas fueron estimuladas con una mezcla de odorantes 
(100 uM de cada uno) contenldos en una mlcroplpeta localizada a 20-
80 um de la célula. El estimulo se aplico mediante pulsos de presion. 
Los potenciales de acclón se registraron usando la técnica de patch 
clamp en configuración de registro extracelular. 

Un 60% de Ias neuronas que presentaban PA espontâneos 
respondió con un aumento en la frecuencla de PA de manera dosis-
dependlente, en respuesta a una mezcla contenlendo odorantes que 
estlmulan la adenilato ciclasa (AC) y la tosfolipasa C (FC). Los 
estímulos produjeron un tren de PA seguido de un período sllente 
producto de la adaptación al estimulo. Este mlsmo patron de respuesta 
se observo con una mezcla contenlendo solamente odorantes que 
estlmulan la AC; sln embargo, Ias mismas células no respondieron a 
una mezcla de odorantes que estlmulan la FC. Con el propósito de 
Investigar posibles interacclones entre los mecanismos de 
quimiotransducción empleados por ambos grupos de odorantes, se 
perfundió suceslvamente la câmara con concentraciones nM de cada 
uno de los odorantes presentes en ambas mazelas. Algunos de estos 
odorantes redu|eron tanto la actividad espontânea como la respuesta al 
estimulo de la mlcroplpeta, mlentras que otros no tuvieron efecto. 

Estos resultados: 1) muestran que los odorantes que estlmulan la 
AC producen una respuesta eléctrlca, 2) sugieren que los odorantes 
que estlmulan la FC inhlben la actividad eléctrlca y 3) Muestran que 
ambos mecanismos de quimiotransducción Interlleren entre sl. 

Proyectos FONDECYT 90-1116 y 88-1167. 

PART1CIPACION DE LA ADENILATO CICLASA DE CILIOS 
QUIMIOSENSORES DE RAMA CHILENA CAUDIVERBERA 
CAUDIVERBERA EN LA QUIMIOTRANSDUCCIÓN OLFATORIA. 
(Role of chemosensory cilia adenylate cyclase from the 
Chilean frog Caudiverbera caudiverbera in the olfactory 
chemotransduction). Schmidt. H. y Monasterio. O. 
Departamento de Biologia, Facultad de Ciências, 
Universidad de Chile. 
Los mecanismos de transduccion de la serial olfatoria estan 
poço esclarecidos. En los cilios olfatorios de rana chilena 
nemos encontrado una elevada actividad basal adenilato 
ciclasa (0,2-1,5 nmol cAMP/min x mg proteína) estimulada 
aproximadamente 2 veces por GTP y de 5 a 7 veces por 
GTP-ÍS. Para establecer la participación de las proteínas G 
en la actividad adenilato ciclasa, realizamos estúdios de 
AQR-ribosilación de los cilios olfatorios en presencia de 
[<r P-NAD] y toxina dei cólera. Se encontro como único 
sustrato de la toxina a una proteína de 42 KDa, 
correspondiente a la subunidad Gs« , capaz de estimular a 
la adenilato ciclasa. Asimismo, la ADP-ribosilación por la 
toxina Bordetella pertussis revelo la presencia de dos 
sustratos de la toxina de 41 y 40 KDa, correspondientes a 
Ias subunidades Gia y probabíemente Goa, respectivamente. 
Para establecer el papel de la adenilato ciclasa en la 
quimiotransducción olfatoria, se probo el efecto de dos 
sustancias químicas odoríficas (citralva y ácido isobutírico) 
en ausência y en presencia de GTP y GTP-,S a una 
concentración saturante de 10 ^M. Citralva, 100 ^M, active a 
la enzima en un 50 % con respecto a la estimulación por 
GTP. En presencia de GTP-,S, no tuvo efecto, al igual que 
ácido isobutírico 100 |iM en presencia de GTP. Estúdios 
realizados con L-aminoácidos, descritos como 
estimuladores de la enzima en cilios olfatorios de pez, 
tuvieron un leve efecto inhibitorio en presencia de GTP 10 
iiM, lo cual resalta el efecto de citralva en nuestro sistema. 
Además, citralva (100 p.M) vario los requerimientos de GTP 
disminuyendo el So,5 para este nucleótido. El efecto de 
citralva permite correlacionar la estimulación de la actividad 
adenilato ciclasa con el sistema quimiotransductor de la 
serial olfatoria donde Gs tiene un papel preponderante. 

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

VISUAUZACION MEDIANTE MICROSCOPIA CONFOCAL DE SENALES 
DE C A 2 + EN MIOCITOS CARDÍACOS AISLADOS. (Visualization of Ca2* 
signals by confocal microscopy in isolated cardiac myocytes). Santi, C. 
v Hernéndez-Cruz, A Depto. de Biofísica, Fac. de Medicina, 
Universidad de la República Uruguay, y Dept. of Neurosciences, Roche 
Institute of Molecular Biology, E.U. 
Las variaciones de [ C a 2 + ] | que resultan de la despolarización de las 
células cardíacas resultan de: 1) Influjo de Ca 2 + por canales de calcio 
volta|e-dependlentes, 2) Liberación de Ca 2 + del retlculo sarcoplásmico 
y 3) Entrada de Ca 2 + a través del Intercambiador Na + /Ca 2 + . Aqui se 
examina la contrlbución por separado de c/u de estos mecanismos y se 
estudia, a nível subcelular, la distribución espacial de Ca 2 + durante la 
generaclón de estas variaciones. Utilizamos microscopla confocal por 
barrido laser en combination con el indicador fluorescente fluo-3 para 
obtener tanto imágenes digitales como registros analógicos de Ias 
variaciones de Car* asocladas a la despolarización de miocltos 
aislados dei corazón de cobayos adultos. Encontramos que estas 
variaciones no son uniformes, habiendo diferencias de hasta 4 veces 
entre distintas regiones de la célula. Comparando Ias respuestas a alto 
potaslo y cafeína (10 mM), encontramos que Ias segundas son 
menores, más rápidas, y sa originan de forma localizada. En acuerdo 
con la noción prevalente dei mecanismo de acoplamlento excltaclón-
contracción en este tejido. encontramos que la perfusion con 20 uM de 
rayanodina (bloqueante especifico dei canal dei retlculo sarcoplásmico) 
o 10 uM verapamil (bloqueante dei canal de calcio dei sarcolema) 
disminuyeron la magnitud de los transitórios de Ca 2 + en un 42 y 80% 
respectivamente. La contrlbución dei intercambiador Na +/Ca 2* 
operando en modo reverso es bastante modesta en condiciones 
normales. Sln embargo esta se vlo Incrementada significativamente en 
presencia de ouabalna (30 uM) o al reducir la concentración 
extracelular de Na*, poslblemente por desplazamiento dei potencial de 
equilíbrio dei intercambiador hacia valores más negativos. Finalmente, 
nuestros resultados no parecen apoyar la supuesta participación de 
canales de Na* TTX-sensibles en la liberación de calcio dal retlculo 
sarcoplásmico. 

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 FOSFOUPIDOS. (Intracellular acidification Induces a 
conductance decrease in the calcium-activated K + channel from rat 
transverse tubule Incorporated Into phospholipid planar bilayers). 
Laurido. C.*, Wolff, D. + y Latorre, R.**. 'Departamento de Química, 
Facultad de Ciência, Universidad de Santiago, + Departamento de 
Biologia, Facultad de Ciências, Universidad de Chile y * Centro de 
Estúdios Científicos de Santiago. 
En este trabajo presentamos resultados preliminares del efecto del pH 
Intracelular en la conductancia del canal de potaslo activado por calcio 
de túbulo transverso de músculo esquelético de rata incorporado en 
bicapas artlflclales de fosfollpidos. En presencia de una soluclón de KCI 
300 mM simétrico, la acidlficaclón dei lado Intracelular desde pH 8 a 4 
reduce la conductancia dei canal de 266 pS a 150 pS. 
SI se supone que los protones producen este efecto ligandose a sítios 
presentes en la via de conducclón dei canal, se puede calcular la 
constante de dlsociaclón sitio-protones (KJ y el número mínimo de 
protones (n) que se unen a estos sítios. Para alio, los valores de 
corriente a través dei canal a diferentes pH a un voltaje constante de 
+30 mV fueron ajustados según un modelo simple de unión de los 
protones a un sitio presente en el lado Intracelular de la protefna-canal, 
de acuerdo a la slgulente expreslon: I - I [1 - ([H + ]/(K H + [H + ] ) ) n ] , 
donde I es la corriente a un pH determination^ es la corriente máxima 
y [H + ] la concentración de protones. 

Los resultados obtenidos dan un valor para el número de Hill cercano a 
1,0 y de 5,7 para el pK^ Dado que los experimentos fueron realizados 
usando bicapas neutras de fosfolipldos y concentraciones altas de 
potasio, es Improbable que una alteration de la carga superficial de la 
bicapa estuviera dando cuenta de la dlsminución en la conductancia. 
Estos resultados sugieren que los protones estarian titulando un sitio 
presente en la via de conducclón. Aunque los experimentos realizados 
no permiten identificar él o los sítios responsables de este efecto, los 
resultados sugieren que se trata de un sitio diferente al involucrado en 
los câmbios de la cinética de activation del canal inducido por pH cuyo 
pK, es de 6,6 (Laurido, O Tesls de Maglster. U. Chile. 1989). 
Financiado por FONDECYT 0451/88, Tinker Foundation y NHI-35981. 
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PROPIEDADES DEL CANAL IDE K + DE LA MEMBRANA 
DE VESÍCULAS CITOP LASMÁTICAS DE CHARA CON
TRARIA. (Properties of the K + channel in the membrane of 
Chora contraria cytoplasmic droplets). Zsnelln. 1 -P. y Barrantes, 
EJ. Instituto de Investigaciones Bioquímicas CONICET/Univ. 
Nac. Sur, 8000 Bahia Blanca, Argentina. 

La membrana que rodea a la vesícula citoplasmática obtenida 
de célula internodal del alga Chora contraria muestra actividad 
de canales ionicos. Mediante la ticnica de patch-clamp, hemos 
registrado la presencia de un canal de K + altamente selectivo 
para este ion y dependiente del voltaje 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 concentration de CIK 132 
mM, CteCa 5.5 mM y CteMg 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 5 y 8 ms en el rango de 
vol lajes de pipeta aplicados. El nu mero promedio de eventos por 
estallido vario entre 2 y 6 para diferentes registros. Las dis-
tribuciones de frecuencias de liempos de estados abiertos dei 
canal se ajustaron, en la mayoría de los casos, a funciones ex-
ponenciales simples (entre 0.6 y 1.8 ms según el voltaje aplicado 
al área de membrana). Fueron frecuentes los registros con mSs 
de un nivel de actividad (canales multiples). Las distribuciones 
de frecuencias de tiempos de estados cerrados se ajustaron a fun
ciones multiexponenciales, revelando una cinética relativamente 
compleja. En adicion a la configuration de patch adherida a la 
vesfcula entera ("whole-cell"), se obtuvieron registros en ias con-
figuraciones de trozos "inside-out" de membrana. Se estúdio, 
además, el efecto de otros cationes ( N a + , C s + , T E A + ) sobre los 
tiempos de estados abiertos dei canal. 

CORRIENTES M A C R O S C Ó P I C A S U S A N D O L A T É C N I C A D E 
P A T C H PERFORADO EN U N A L I N E A C E L U L A R D E MUSCULO 
ESQUELÉTICO H U M A N O . (Macroscopic currents using the perforated 
patch technique in a human skeletal muscle cell Une.) Rverrit, K.. 
Hidalgo. 1.. Taacnn. S. Caviedea R. y l.imnvfrh F Depto. de Fisiologia 
y BiofI aica, Facultad de Medicina, Universidad de Chile y Centra de 
Estúdios Científicos de Santiago. 

La técnica de patch perforado ea una nueva modalidad de obtener 
corrientea macroscópicas en células sin dializar su interior de cofactores 
necesarios para mantener la actividad de aigunos canales iónicos. 
Esto se logra agregando ionóforos a la pipeta que al formar poros en 
la membrana, permiten el flujo de cationes y aniones sin mayor selec-
tividad. (Kora y Horn, 1989. J. Gen. Physiol. Sá. 789.) 

Hemos aplicado esta técnica eu una línea celular proveniente de 
biopsias de músculo esquelético humano. Estas células se mantienen en 
un medio de diferenciacióo 1 a 2 dias prévio de su uso paia registro 
de corrientes en voltage clamp. Hemos agregado como ionoforo nis-
tatina (100 ug/ml) a la pipeta de registro que contiene ya sea KC1 ó 
CsCl como el componente iònico mayoritario. 

Manteniendo el potencial a -70 mV y usando un protocolo de 
pulsos despolarizantes vemos corrientes de salida durante el pulso y 
comentes de "cola" de entrada al volver a -70 mV. La corriente de 
salida corresponde cercanamente a una de Ias corrientes de potasio 
descrita en células de músculo esquelético humano en cultivo primário 
(Trautmann, et al., 1986. Pflugers Arch, éfjfí: 163). Además la cor
riente de cola es muy similar a una conductancia a cloruro depen
diente de cálcio en músculo de embrión de pollo en cultivo (Steele, J. 
A., 1989. Pflugers Arch. 414: 265). Sin embargo hasta ahora no 
hemos detectado corrientes de entrada atribuí bles a una conductancia 
para sódio. Esto último puede debene al temprano estado de 
diferenciación presente en estas célulss. 

Esperamos usar este procedimiento para caracterizar Ias conduetan-
cias iónicas presentes en estas células así como la posible expresion de 
otras conduetancias al inducir diferenciación. 

Financiado por N IH-OM35981 , Fondecyt-896 y M D A . 

EFECTO DEL L-GLUTAMATO EN LA TRANSMISION SINAPTICA EN EL 
MUSCULO DE LA LARVA DE Drosophila. (Effects of bath-applled L-
glutamate on synaptic transmission in Drosophila larval muscle.) 
Diaz, F. Centro de Estúdios Científicos de Santiago, Casula 16443, 
Santiago 9, Chile y Depto. de Biologia, Fac. de Ciências, Univ. de Chile. 
(Patrocínio: P. Labarca), 

L-glutamate (L-glu) 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 desensltlzatlon 
(Usherwood & Machlll, 1968, J. Exp. Biol. 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 
Drosophila 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 (smepes) In Drosophila larval muscle In 
order to asses the effects of bath-applled 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-applled agonist In s dose-dependent fashion, but 
nepps can be recorded at [L-glu] as high as 2 mM. These results 
indicate that L-glu-sensltlve receptors; are the only type of excitatory 
receptors present In these muscles and that [L-glu] in the intimate 
synaptic milieu 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 pM. smepes can be 
recorded up to 500 pM agonist In the bath but become undetectable at 
1 mM. The presence of L-glutamate affects the decay times of smepes 
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\o6, NIH GM-35981 and the Tinker 
Foundation. 

ESTÚDIO DE LOS ESTADOS CERRADOS DE LARGA DURACIÓN EN EL 
CANAL DE POTASIO ACTIVADO POR CÁLCIO DE MUSCULO. (Study of 
the long-lived closed states In the Ca-actlvated K-channel from muscle). 
Malebràn, N„ Latorre, R„ Cecchl, X. Depto. Biologia, Fac. de Ciências, 
U. de Chile y Centro de Estúdios Científicos de Santiago. 

El canal de potasio actlvado por caldo es bloqueado por iones 
barlo en el lado citoplasmátlco. En presencia de bario, el canal presenta 
períodos de actividad (bursts), durante los cuales se abre y se cierra en 
ia escala temporal de mllisegundos y períodos de silencio, que duran 
segundos, durante los cuales no conduce Iones. Los iones cálcio 
ejercen un efecto parecido, aunque se ha sugerido que se debe a la 
contamination por barlo de todas Ias soluciones de sales de cálcio. 

En este traba|o, hemos estudiado la duration de los bursts y de 
los estados cerrados de larga duración en canales incorporados a 
bicapas que separan KCI 100 mM, MOPS 5 mM, pH 7.0, en el lado 
Intracelular (c/s) de una solución que sólo contiene el buffer en el lado 
extracelular (trans). La contamination por barlo de nuestras soluciones 
está en el rango 1 uM. En estas condiciones, encontramos que Ias 
duraciones de los bursts y de los estados cerrados de larga duration se 
dlstrlbuyen exponenclalmente en funclón del tiempo, y Ias constantes 
de tiempo, a 0 mV, son de alrededor de 6 s para ambos casos. Las 
constantes de tiempo dependen exponenclalmente dei potencial 
aplicado, dlsminuyendo ambas e veces cada 50 mV. Cuando 
agregamos iones sulfato 10 mM al lado eis ( [Ba + + ] = 10 nM), Ias 
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 son de 3 y 5 s, 
respectivamente. En ambas concentraciones de sulfato, la depen
dência de potencial es parecida a la obtenida en ausência de sulfato. 

Los resultados mostrados sugieren que, en ausência de potasio 
en el lado extracelular, los estados cerrados de larga duración no 
corresponden a bloqueos por Iones barlo. Experimentos preliminares 
indican que la duration de estos estados tampoco depende de la 
concentration de cálcio, en el rango entre 30 y 1000 pM. Por Io tanto, 
proponemos que este es un estado clnético dei canal, cuya aparición 
sólo depende dei potencial aplicado, como si fuera el resultado dei 
movimiento de una compuerta dei 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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ESTÚDIOS DE LAS CORRIENTES DE ENTRADA EN NEURONAS 
OLFATORIAS DE Caudiverbera caudiverbera: BLOQUEO POR 

AMILORIDA Y TTX.(Propertles of Inward currents In frog olfactory 
neurons: block by amiloride and TTX). Deloado, R. y Labarca P, 
Centro de Estúdios Científicos de Santiago, Casilla 16443, Santiago 9, 
Chile y Depto. de Biologia Fac. de Cs., U. de Chile 

The Ionic conductances of olfactory 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 I) 
displays a transient and a mantalned component while a second one 
(Type II) displays only the transient component. In both types of cells 
the transient component peaks at about zero-applied voltage. The 
mantalned component present In type I cells peaks at voltages 10-20 
mV more positive. Transient and mantalned Inward currents can be 
recorded In the absence of external Na +, In a buffer containing 5 or 20 
mM Ca 2 + , or In the absence of external Ca 2 + , but under normal Na+, 
suggesting 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 (Kg, = 160 
uM). This effect of amiloride is independent of the holding voltage and 
the blocker does not affect the lAacUvation properties of the transient 
Inward currents. TTX, at 10 uM, completely abolishes the transient 
component but has little effect on the mantalned inward currents. These 
results Indicate that transient and mantalned components of inward 
currents recorded from frog olfactory receptors are pharmacologically 
distinguishable. 

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

HXWIACIOH DIFERENCIAL DE CANALES DE CALCIO DE RETTCULO 
SARCOPLASMATTCO. (Di f fe ren t ia l modulation of calciua 
channels from sarcoplasmic reticulum). Marengo. J.J, y 
Bul l . R. Departamento de F i s i o log i a y B io f í s i ca , 
Facultad de Medicina, Universidad de Chi le . 

El músculo esquelético se contrae como consecuencia 
de l a l iberación de ca lc io por e l re t lcu lo sarcoplasmá-
t i c o (RS) , a través de canales iónicos. Hemos estudiado 
la modulación de canales de ca lc io dei re t lcu lo Incor
porados por fusion en bicapas planas de fos fo l ip idos . 

IPj ac t ivó , en concentraciones microaolares, cerca 
dei 50 * de los canales aumentando e l tiempo fraccional 
abier to ( P o ) , sln cambiar la conductancia. Los canales 
activados por IP 3 fueron infrecuentemente activados por 
10 mM cafeína. Por otro lado, e l 95 % de lo s canales que 
fueron activados por concentraciones mlllmolares de 
cafeína, no l o fueron por IP , . 

Tetracaina, un aneBtéslco loca l que bloquea la 
l iberación de ca lc io indue ida por c a l c i o , mostro un 
efec to complejo sobre l a c inét ica de lo s canales. En 
canales activados por 1 mM ATP (a pCa 5 ó 6) tetracaina 
aumento Po desde 0.56 a 1 en forma dependiente de l a 
concentración (0.25 a 4 mM), sln cambiar la conduc
tancia. La duración promedio de los aperturas aumento y 
la de los c le r res se redujo. Por otro lado, en canales 
activados por cafeína a pCa 7, tetracaina (0.05 a 1 mM) 
dismlnuyó Po. 

Estos resultados sugieren que e l RS posee a l menos 
dos t ipos de canales con diferente p e r f i l farmacológico. 
Alternativamente puede e x i s t i r un solo t ipo de canal 
cuya sensibil idad dependa d« Ias condiciones previas de 
activacion. 

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

INCORPORACIÓN DE MEMBRANAS DE PLACENTA HUMANA 
A LIPOSOMAS GIGANTES. ( I n c o r p o r a t i o n o f human 
p l a c e n t a l membrane v e s i c l e s i n t o g i a n t l i p o _ 
s o m e s ) . R l o u e l m e . G . , L l b e r o n a . J . L . , 
Equ.lqv.ren. A , L - , S t u t z l n . A . y B a r r o s . L . F . 
Depar tamentos de F i s i o l o g i a y B i o f í s i c a , y de 
M e d i c i n a E x p e r i m e n t a l , F a c u l t a d de M e d i c i n a 
D i v i s i o n N o r t e , U n i v e r s i d a d de C h i l e . 

A p a r t i r de una f r a c c i ó n mic rosoma l ( G l a z i e r 
y c o l s . , 1988, m o d i f i c a d o ) o b t e n i d a de t r o f o _ 
b l a s t o de p l a c e n t a humana de t é r m i n o s e han ob_ 
t e n i d o , m e d i a n t e g r a d i e n t e d i s c o n t i n u a de saca_ 
r o s a , f r a c c i o n e s e n r i q u e c i d a s en membrana a p i _ 
c a l . Los c r i t é r i o s de p u r i f i c a c i ó n y de e n r i _ 
q u e c i m i e n t o u t i l i z a d o s f u e r o n l a e l e c t r o f o r e s i s 
de p o l i a c r i l a m i d a y marcado re s e n z i m á t i c o s . Las 
membranas o b t e n i d a s s e f u s i o n a r o n con v e s l c u l a s 
l i p i d i c a s pequenas m e d i a n t e t é c n i c a s de d e s h i _ 
d r a t a c i ó n / r e h i d r a t a c i ó n ( C r i a d o y K e l l e r , 1987; 
R ique lme y c o l s . , 1 9 9 0 ) . E s t e método p e r m i t e 
o b t e n e r l i p o s o m a s g i g a n t e s de tamanos semejan_ 
t e s o mayores a l de una c é l u l a (10 -60 uM) per_ 
m i t i e n d o e l r e g i s t r o de c a n a l e s i ó n i c o s ú n i c o s 
con l a t é c n i c a de ' p a t c h - c l a m p ' c o n v e n c i o n a l . 
La f u n c i o n a l i d a d de l o s c a n a l e s i ó n i c o s p r o v e _ 
n i e n t e s de membrana a p i c a l i n c o r p o r a d o s a l o s 
l i p o s o m a s fue e s t u d i a d o en s e l l o s a i s l a d o s 
( c o n f i g u r a c i ó n 1 i n s i d e - o u t ' ) . Genera lmen te s e 
r e g i s t r o más de un n i v e l de c o n d u c t a n c i a que 
puede c o r r e s p o n d e r a v á r i o s c a n a l e s , d i f e r e n t e s 
t i p o s de e l l o s o s u b e s t a d o s . Es ta p r e p a r a c i ó n 
de membranas y su i n c o r p o r a c i ó n a l i p o s o m a s 
g i g a n t e s nos ha p e r m i t i d o comenzar l a c a r a c t e _ 
r i z a c i ó n de I a s c o n d u e t a n c i a s i ó n i c a s p r e s e n t e s 
en e s t e t e j i d o de d i f í c i l a c c e s o a t é c n i c a s 
e l e c t r o f i s i o l ó g i c a s c l á s i c a s . 

F i n a n c i a d o p o r P r o y e c t o F o n d e c y t 0448-88 y The 
Wel l come T r u s t U . K . 

ESTÚDIOS PRELIMINARES DEL EFECTO DE POTENCIAL DE 
M E M B R A N A SOBRE EL M E T A B O L I S M O DE FOS-
FOINOSITIDOS EN CÉLULAS DE MUSCULO ESQUELÉTICO 
HUMANO EN CULTIVO. (Effect of the membrane potential on 
phosphoinositide metabolism in human skeletal muscle ceils in culture. 
Preliminary studies'). Revés. R.. Carrasco. M. A,.. Tascón. S- Cavicdcs. 
R. y Jairnrivich- F- Departamento de Fisiologia y biofísica, Facultad 
de Medicina, Universidad de Chile y Centro de Estúdios Científicos dc 
Santiago. 

Utilizando una línea celular de músculo esquelético humano es-
tablecida en nuestro laboratório se realizaron experimentos 

ftreliminares tendicntes a general' un modelo de estúdio del mctabo-
ismo de fosfoinositidos en tejido muscular. 

Las células presentan un tiempo de duplication de 24 hrs, una 
eficiência de plaqueo superior al 20%, y se difcrencian formando 
estructuras multinucleadas tipo miotubo en presencia de un medio 
inductor de fusion (bajo suero, insulina y transferrina, DMSO). Estas 
células presentan marcadores característicos dc músculo como 
miosina, desmina y creatinquinasa MM. 

En células incubadas con 3H-inositol, la incorporación de marca a 
fosfolipidos de inositol se determino por TLC de los lípidos extraídos 
con solvente, mientras que en la fracción acuosa se pesquiso la radiac-
th/idad de los inositoles fosfato separados por cromatografía dc inter
câmbio iónico. 

La incorporación de marca se satura entre Ias 24 y Ias 48 hrs 
manteniéndose constante después de este tiempo. En la fase orgânica, 
un 82-90% de la marca se recupera como fosfatidilinositol (PI), un 
2-6% como fosfatidilinositol monofosfato (PIP) y un 2-4% como 
fosfatidilinositol bisfosfatqfPIPí) También se logra detectar otro fos-
foinositido al incubar con H-glucosamina. 

Una elevation de la concentración de K* en el medio induce 
incrementos en la marca de PIP2 y de PIP, así como variaciones cn la 
marca de los inositolpolifosfatos. 

Financiado por: NIH GM 35981, FONDECYT 896, DTI y Muscular 
Dystrophy Association. 

http://Equ.lqv.ren
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Receptores 

SITIOS DE L I G A Z Ó N Y AFINIDAD DEL COLESTANO 
E S P I N - M A R C A D O EN EL RECEPTOR C O L I N É R G I C O 
N I C O T Í N I C O . (Binding sites and atTmlty of spin-labelled 
cholestatic in nicotinic acetylcholine receptor). ARIAS H R.yBar-
rantes. F.J.. Instituto de Investigaciones Bioquímicas CON-
ICET/Univ. Nac. Sur. 8000 Bahia Elanca, Argentina. 

El receptor colinérgico nicotínico (AChR)fue purificado del or-
gano eléctrico de Discopyge tschudii con una act. esp. de 4200 
pmol [ 3H]-'BTx/mg prot., utilizando para tal fin cromatografia de 
afinidad toxina-agarosa. El AChR puro fue reconstituído con 
ltpidos de soja en una relation molar 5000:1, y con con-
centraciones crecientes del derivado del colesterol, colestano 
espin-marcado (CSL) . El grupo nitróxido presente en esta 
molécula permite extinguir Ia fluorescencia intrínseca de la 
proteína. Utilizando la ecuación desarrollada por London y 
Feigenson (1981) hemos relacionado la extinción de la fluores
cencia (F /F 0 ) del AChR con la fraction molar del lípido espin-
marcado (Xcsl): F/Fo = (F 0 -Fm ) ( l -XcsL) N + FDi, donde Fm es 
la fluorescencia teórica mínima obtenida cuando Xcsl = 1. Fue 
posible así obtener el número de sitios de ligazón ( N ) dei CSL. 
Por otro lado, conociendo F m es Dosible graficar F0-Fm/F-Fm vs. 
Xcsl, para derivar la constante relativa de ligazón para CSL 
(Kcsl), al comparar los datos experimentales con los perfiles 
teóricos que se obtienen con diferentes K. Nuestros datos per-
miten inferir que el AChR tiene 2 sitios de ligazón en su cara 
hidrofóbica para el CSL, y que esle lípido 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 están de acuerdo con los datos de resonancia de 
espin electrónico (Arias y col., BBA, en prensa), en los que el CSL 
es considerado un lípido con una K semejante a la fosfatidilcolina, 
es decir, que se une con escasa afinidad al AChR. 

L O C A L I Z A C I Ó N DE F O S F A T I D I L C O L I N A S Y FOS-
FATIDILETANOLAMINAS EN MEMBRANAS RICAS EN 
RECEPTOR DE ACETILCOLINA (ACHR) POR EXTINCIÓN 
DE LA FLUORESCENCIA Y CALCULO DE MINIMIZAClÓN 
DE ENERGIA. (Localization of choline and ethanolamine phos
pholipids in acetylcholine receptor rich membranes by fluores
cence quenching and energy minimization calculations). 
Pietrasanta. K I _ Bonini de Rnmane.llir I.C. y Barrantes, FJ.. In
stituto de Investigaciones Bioquímicas. CONICET/Universidad 
National del Sur. 8000 B. Blanca, Argentina. 

Con el fin de determinar la distribution 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 análogos de PC y PE marcados en los ácidos grasos 
de diferente longitud de cadena, y dos en la cabeza polar: 6-NBD-
PC, 12-NBD-PC, N-Rho-PE y NBD-PE. Se usaron como agen
tes extintores de la fluorescencia C0CI2 y trinitrobenceno 
sulfonato en condiciones penetrantes y no penetrantes. Se com-
pararon con membranas modelos preparadas con Ias sondas en 
una de Ias hemicapas, externa o interna, de la membrana. Del 
análisis de Stern-Volmer modificado se concluye que los 
fluoroforos se ubicarían en la cara externa de la bicapa. Los datos 
de vida media de fluorescencia en presencia del ion C o 2 + indican 
un proceso mixto de quenching. En cuanto a la ubicación relativa 
de los fluoroforos en la membrana, el grupo rodamina estaria más 
expuesto a la interfase lípido-agua que el grupo NBD. Inde-
pendientemente de ia position del grupo N B D en los análogos 
(cabeza polar en NBD-PE; C6, o C12 en NBD-PC) el fluoróforo 
se localizaria en la bicapa a una profundidad similar en todos los 
casos. Esta singular ubicación se correlaciona con ias confor-
maciones moleculares derivadas mediante métodos com-
putacionales de minimization de energia. 

D I S T R I B U C I Ó N DE CLASE.S F O S F O L I P Í D I C A S EN 
MEMBRANAS RICAS EN RECEPTOR DE ACETILCOLINA 
DETERMINADA POR TRANSFERENCIA DE ENERGIA DE 
FLUORESCENCIA (TEF) . (Distribution of phospholipids clas
ses in acetylcholine receptor rich membranes determined by 
resonance fluorescence energy transfer (FRET) . Bnnini de 
Rnmanel'ii, T C , Pietrasanta, I . I. y Ban-antes, F.J.. I. Invest. Bio-
quimicas, CONICET/Univ. Nacional del Sur- 8000 Bahia Blan
ca, Argentina. 

El receptor colinérgico nicotínico ( A C h R ) es una 
glicoproteína intrínseca de membrana ubicada vectorialmente 
con respecto al piano de la misma. Hemos encontrado que tam
bién algunos fosfolipidos se disponen asimétricamente (Bonini 
de Romanelli et al., 1990). Con el fin de determinar la topografia 
del anulo lipídico que rodea al AChR recurrimos al uso de 
análogos de fosfolipidos 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 fluoróforo en grupos acilos de diferente longitud (C6 y C12) o 
en la cabeza polar de las moléculas: l-oleoil-2[6-[(7-nitro-2-l,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-PE y NBD-PE/N-Rho-PE. En es
túdios anteriores demostramos con 12-NBD-PC/N-Rho-PE que 
la TEF observada en las membranas nativas ricas en AChR era 
alta (80% de eficiência para una relation molar de 0.9, SAB 
1989), evidenciando la cercania molecular de ambas sondas. 
Ahora encontramos con 6-NBD-PC y NBD-PE/N-Rho-PE una 
eficiência similar a la de 12-NBD-PC/N-Rho-PE. Esto sugeriria 
que estas clases fosfolipídicas formarían domínios muy próximos 
y que se encontrarían predominantemente en la misma hemicapa 
de la membrana. 

TRANSFERENCIA DE FOBA-Z KH DD EPITELIO PTT.ART7.Arp: 
EFECTO DB LA BDBHOHA ANTIDIÜRETICA (ADH). (Fura-2 
t ransfer in a po la r i zed epithelium: Effect o f the 
ant idiuret ic hormone) Par i s ! . M. M nnrr. 
B y RR««H .T.P.F.C. Secc ión Biomembranas, D to . 
F i s io log ia , Fac. de Medicina e Ins t i tu to de Química 
y Fisicoqinmica Biológicas (OBA-CONICET)-ARGENTINA. 

La sonda f l u o r e s c e n t e Fura-2 es habitualmente 
u t i l i zada para estimar l a concentración intracelular 
de CaZ+ en cé lu las a i s ladas . Nuestro ob je t ivo fue 
estudiar Ias interacciones entre l a sonda mencionada 
y una barrera e p i t e l i a l sensible a l a ADH en con
d i c i o n e s de m a n t e n i m i e n t o de l a p o l a r i d a d 
f i s i o l ó g i c a . Sacos inver t idos dei e p i t e l i o ves ica l 
de fti-Pn ar»niirm fueron montados en un d i spos i t i vo 
especialmente disenado para ser introducido en una 
cuba de e spec t ro f l uo róme t ro (Jasco PF 7 7 0 ) . Se 
agrego Fura-2-AM a l ccxopartimiento mucoso en con
centrac iones entre 1 y 20 uM. Al cabo de 120 minutos 
se observo: 1) transferencia t ransep i te l i a l de f l uo 
rescencia constituído por 66 ± 5% de Fura-2-AM y 33 
± 8% de Fura-2 l i b r e ; 2) El agregado de ADH aumento 
s ignif icat ivamente l a t ransferencia t o t a l de f luo
r e scenc ia ; 3 ) l a hormona produjo además un s i g 
n i f i c a t i v o desplazamiento hacia e l Fura-2 l i b r e en 
e l ccxnpartimiento seroso; 4) e l aumento de f luores
cencia en e l t e j i d o respecto de l a autofluorescen-
c ia fue dei 11 ± 5% y dei 24 ± 2% cuando se incubo 
con 5 uM o 20 uM de Fura-2-AM respectivamente. 5) En 
presencia de ADH l a acumulación de fluorescencia en 
e l t e j i do disminuyó en un 15 ± 4% Estos resultados 
indicarian que la hormona ant idiurét ica estimula un 
sistema transportador de Fura-2 l i b r e situado en la 
membrana laterobasal. 

Con subsidios de Fundación ANTORCHAS, 00NICET y DBA. 

http://PTT.ART7.Arp
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RECEPTORES B E N Z O D I A Z E P I N E S PERIFÉRICOS: 
CARACTERIZACION, LOCALIZACION Y ROL FUNCIONAL 
EN CÉLULAS INTERSTICIALES TESTICULARES. 
( P e r i p h e r a l - t y p e benzodiazepine r e c e p t o r s : 
C a r a c t e r i z a t i o n , l o c a l i z a t i o n and f u n c t i o n a l 
r o l e in t e s t i c u l a r i n t e r s t i t i a l c e l l s ) . 
C a l v o . P . . R i t t a . M. . Campos. M_, C a l a n d r a . 
fL_ y Medina. J. . I n s t i t u t o de B i o l o g i a 
C e l u l a r , Facu l tad de Medic ina , U n i v e r s i d a d de 
Buenos A i r e s e I n s t i t u t o de B i o l o g i a y 
Medicina Exper imenta l . 

Se demostro l a p r e s e n c i a de recep tores a 
benzodiazepinas t i p o p e r i f é r i c o (RP-BZD) en 
c é l u l a s i n t e r s t i c i a l e s t e s t i c u l a r e s por 
f i j a c i o n d e l a g o n i s t a e s p e c í f i c o 3 H-RO 
5-4864, se c a r a c t e r i z a r o n farmacológicamente 
y e s túdio su l o c a l izac ión subce l lu lar , 
encontrándose una a l t a concentración de 
s i t i o s (140 ± 23 pmol/mg p r o t ) , 
pr inc ipa lmente asoc iados a l a f r a c c i ó n 
m i t o c o n d r i a l . El RO 5-4864 (RO) es t imula l a 
producción b a s a l e inducida. por hCGr de 
t e s t o s t e r o n a ( T ) medida por radioinmunoensayo 
en es te s i s tema. El tratamiento crônico con 
e l a g o n i s t a diazepam ( D Z ) 3 mg/kg provoca una 
i n h i b i c i ó n en l a T b a s a l y una p e r d i d a de l a 
capacidad de e s t imular l a e s t e r o i d o g é n e s i s 
por RO 5-4864. Además disminuye drast icamente 
e l número de RP-BZD (41%). DZ agudo no 
modif ica es tos parâmetros . Se concluye que 
e x i s t e una pob lac ión homogênea de RP-BZD en 
e s tas c é l u l a s , presente en a l t a concentración 
con respecto a o t r o s t e j i d o s , de l o c a l i z a c i ó n 
pre ferenc ia lmente m i t o c o n d r i a l . E l 

tratamiento crônico con DZ modula e l número 
de RP-BZD y l a respues ta e s t e r o i d o g é n i c a a l 
RO. En base a es tos r e s u l t a d o s se p o s t u l a un 
r o l modulator io para los RP-BZD en l a 
e s t e r o i d o g é n e s i s t e s t i c u l a r . 

CARACTERIZACION DEL RECEPTOR DE APAMINA DE MUSCULO LISO 
DE CONEJO. (Characterization of the apamln receptor of rabbit small 
Intestine smooth muscle). Bohrons C. Rolas. C, Vergara, C . Behrens, 
M. I. Centro de Estúdios Científico» de Santiago y Departamento de 
Biologia, Facultad de Ciências, Universidad de Chile. 

La apamina es un polipéptido extraído de veneno de abeja, que 
bloquea epecfficamente un tipo de canal de K actfvado por Ca que es 
de baja conductancia (canal SK). Mediante estúdios de union de 1 2 5 l 
apamina, se ha demostrado la presencia de canales SK en diversas 
células, en sistema nervioso central y en tejidos periféricos. Su función 
estaria relacionada con la hlperpoleinzaclón que sigue al potencial de 
acción en células excttables. En músculo liso de Intestino grueso y de 
estômago, los canales SK serlan responsables de la hlperpolarizaclón 
que sigue a la estimulación de receptores «-Adrenérglcos y a la 
admintstraclón de ATP. En este traljajo demostramos la presencia de 
receptores de apamina en una preparation de membranas de músculo 
liso de intestino delgado de conejo y caracterizamos Ias propiedades 
de dichos receptores. La capacidad máxima de union de I apamina 
de Ias membranas de músculo liso y la Kd son similares a Ias descritas 
en otros tejidos. La unión de 1 2 5 l apamina se Inhlbe completamente en 
presencia de los detergentes: CHAPS, Tritón X100, lisolecltina y NP 40. 
En presencia de saponina, la union de 1 2 S I apamina no se ve afectada 
hasta concentraciones de 1 mM. Por otra parte, se estúdio el efecto de 
otros bloqueadores dei canal SK, como d-tubocurarlna, sobre la unión 
de 1 2 5 l apamina a membranas de musculo liso. Se estúdio además el 
efecto de Iones divalent es (Ca y Mg), del pM y de la presencia de ATP 
en el medio. La obtención de una preparación de membranas rica en 
receptores de apamina permitirá, por una parte, Intentar la purification 
dei receptor de apamina y por otra parte, realizar estúdios de Ias 
propiedades biofísicas de canal único, mediante estúdios de 
Incorporación en bicapas planas de llpidos. 

Financiado por proyectos FONDECYT 296-69, NIH y Tinker Foundation. 

Radicales Libres 

EFECTO DE LA PERDIDA DE FMN DE LA ENZIMA NADPH-CITOCROMO 
P, 5 0 REDUCTASA SOBRE LA GENERACION MICROSOMAL DE RADICA
LES LIBRES. (Depletion of FMN from NADPH-cytochrome 
^450 reductase inhibits microsomal oxygen radical 
generation). S. Puntarulo y A. Cederbaum. Cátedra de 
Fisicoquimica, Facultad de Farmácia y Bioquímica, Uni
versidad de Buenos Aires. 

El tratamiento de microsomas de hi gado de rata con 
fosfatasa alcalina (FA) resulta en la perdida del grupo 
prostético FMN pero no del FAD de la enzima NADPH-cito-
cromo P ^ C Q reductasa. Se realizaron experimentos para 
evaluar eT efecto de evitar la transferencia de electro-
nes desde FADT^ a FMN, en la reducción de quelatos 
férricos, producción de H^O^, y la generación de *0H. 
El tratamiento con FA altera T-a actividad NADPH-citocro-
mo reductasa, pero no NADPH-ferricianuro reductasa. 
La oxidación de agentes atrapadores de *0H disminuyó 
a consecuencia del tratamiento con FA en concordância 
con la disminución en la actividad de la enzima citocro-
mo c_ reductasa. Esta disminución en la producción de 
*0H ocurrió en presencia de varios quelatos férricos. 
Las velocidades de reducción de los quelatos férricos 
resultaron inhibidas luego del tratamiento con FA. 
La producción de peróxido de hidrógeno disminuyó en 
concordância con la caida en la actividad de la citocro-
mo ç_ reductasa y la producción de *0H. La velocidad 
de producción de IL̂ O» P a r e c e s e r e^ factor limitante 
para la generación de "OH ya que la adición de un 
sistema generador externo de estimula la producción 

de *0H y previene la caida en la generación debido 
al tratamiento con FA. Estos resultados sugieren que 
ambas flavinas, FAD y FMN de la reductase contribuyen 
a la reducción de los complejos férricos. Sin embargo, 
la perdida del componente FMN y las actividades depen-
dientes de la transferencia de electrones desde este 
grupo prostético resultan en una disminución de la 
producción de ^2^2 ^ u e P a r e c e s e r ^ a responsable de 
la generación de *0H por los microsomas. 

PRODUCCIÓN DE RADICAL HIDR0XIL0 EN NÚCLEOS DE HEPATOCI-
TOS DE RATAS SOMETIDAS A SOBRECARGA DE HIERRO. (Hydroxyl 
radical production by hepatocytes nuclei of iron over
loaded rats). Galleano, K. y Puntarulo'. S. Cátedra 
de Fisicoquimica, Facultad de Farmácia y Bioquimica, 
Universidad de Buenos Aires. 

Se estúdio el efecto de sobrecarga de hierro sobre 
la velocidad de producción de radical hidroxilo por 
parte de núcleos de hepai;ocitos 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 única 
de Fe-dextrán (500 mg/kg de peso) y a las 2 y 6 h poste
riores a la inyección se obtuvieron núcleos de hepatoci-
tos por la técnica de fraccionamiento celular en gradieii 
tes de sacarosa. El mismo diseno experimental se utilizo 
con animales controles inyectados con dextrán (114 mg/kg 
de peso). La velocidad de producción de radical hidroxi
lo por los núcleos celulares fue determinada a través 
de la generación de formaldehido a partir de dimetilsul-
foxido. Los resultados obtenidos se muestran en la 
Tabla 1. 

Velocidad de producción 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 

Simultaneamente se midieron Ias actividades de Cito-
cromo P-450 reductasa NADH y NADPH dependientes obte-
niéndose a Ias 2 h una disminución de 11% y 4% y a 
Ias 6 h una disminución de 26% y 5% en Ias respectivas 
actividades. Los resultados obtenidos sugieren que 
el tratamiento de Fe-dextrán resulta en un dano progre-
sivo a Ias enzimas relacionadas con la producción de 
radical hidroxilo que se evidencia en una marcada dis
minución de la producción de formaldehido, en presencia 
de NADH y NADPH, al cabo de 6 h de tratamiento. 
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EFECTO DEL ALUMÍNIO SOBRE: LA PEROXIDACION 
UPIDICA EN UPOSOMAS. (Effect of aluminum on Itptd 
peroxWatton In liposomes). Oteiztt, P I y_ Fraga Ç.GL 
Departamento de Química Blológteíi y Depanamento de 
Fisicoquímica y Qufcnlca AnaKtlca (IQUIFIB), Facultad de 
Farmácia y Bioquímica, Unlversldad de Buenos Aires, 
Argentina. 

En estúdios prevtos encontramos que en cérebro de ratones 
aumentados con dietas que coot en lan elevados niveles de Al 
habfa un aumento en la producdón de sustandas reacttvas 
al ácido 2-tiobarbitúrlco (TBARS), en comparación con la de 
ratones control. In vitro, el Al afecta la velocidad de 
peroxldaclón llpldlca, medida como TBARS en 
homogeneizados, mlcrosomas y mleHrva de cérebro de ratón. 
Dichas evidencias sugieren que un aumento en la 
peroxldaclón de distintos componentos celulares podria ser 
uno de los mecanismos Involucrados en la neuropatologla 
observada en la intoxlcadon con Al. Con el propósito de 
comprender los mecanismos bioquímicos por los cuales el Al, 
un cation que en la naturaJeza solo existe en estado redox 
3+ , puede exercer su accton prooxtiante, en este estúdio 
caracterizamos el efecto dei Al sobre la peroxldaclón llpldlca 
en membranas sintéticas. Los llpostomas se prepararon a 
partir de fosfolipidos (PL) atolados de cérebro de rata o de 
PL comerclales, por evaporadón dei solvente y resuspenclón 
en ei buffer adecuado. Luego de hidratar a 4S"C por 10 
min, se sontearon durante 30 min. El efecto dei Al sobre la 
peroxldaclón Hpfcllca se mfdló por qulmlolumlnlscencla o a 
través de la capackJad de produclr TBARS luego de Incubar 
los liposomes a 37°C en presencia de 5 y 25 fiM Fe{ll) y 
distintas concentradones de Al (0-500 yM). El Al tuvo 
acción prooxldante en liposomes preparados con PL tot ales 
de cérebro y con PL comerclales. Dicho efecto fue 
dependtente del pH y de la composlcJõn de los Hposomas. El 
efecto prooxldante aumento linealmente con la proporclón de 
fosfatidil serlna en la preparaclón. Concurrent emente el Al 
produjo aumentos en la agregación chi los liposomes (medido 
como un aumento en Ia Abs 300 nm) Indicando la existência 
de câmbios físicos en Ias membranas que dependleron de) 
contenido relativo de fosfatfdH serlna 

Estos resultados sugieren que el Al unido a Ias membranas 
produclria câmbios en Ias propiedades: físicas de Ias mfsmas 
exponlendo tos ácidos grasos al ataque por radicales libres. 
Este trabajo fue parcialmente subsidiado por la Fundacfón 
Antorchas {Proyecto N 52068/1). 

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. Cátedra de Fisicoquímica, Fac. de Farmácia y Bioquí
mica. Univ.de Buenos Aires. 

Hipocotilos de plántulas de soja obtenidos de semi-
llas incubadas a 26°C durante 6 dias. fueron macerados 
en buffer: manitbl 0.3 M, BSA 0.1%, cisteina 0.05%, 
EDTA 5 mM y Tris-HCl 0.1 M pH 7.0. El filtrado fue 
centrifugado: a) 30 min a 10.000 £ y b) 60 min a 100.000 
£. El pellet asi obtenido fue resuspendido en buffer 
Tris-HCl 0.1 M pH 7.0 conteniendo glicerol al 50%. 
Tanto para la generación de espécies con alta capacidad 
oxidante (*0H) como para la iniciación de reacciones 
de lipoperoxidación, se requiere la presencia de metales 
de transición. En sistemas microsomales de producción 
de espécies oxidativas (*0H, Ox, H„0„) está vinculada 
no sólo al agregado de hierro. m n o también a la forma 
en que dicho metal es adicionado (complejado con EDTA, 
DTPA, ADP o citrato). La producción de *0H. se determino 
midiendo la generación de formaldehído producido por 
la reacción de 'OH con dimetil sulfoxido. Las reacciones 
se finalizaron con el agregado de TCA, determinándose 
la concentración de formaldehído por el método de Nash. 
Dado que las enzimas microsomales utilizan electrones 
provenientes de NADH y NADPH, se determino la velocidad 
de producción de formaldehído en presencia de ambos 
cofactores obteniéndose un valor de 0.62±0.04 nmol/ 
min.mg y 0.22±0.06 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 Fe-ADP y Fe-citrato. Estos resultados indican que 
la producción de radical hidroxilo por las membranas 
microsomales es significativamente mayor en presencia 
de NADH que NADPH y que los complejos Fe-EDTA y Fe-DTPA 
son los catalizadores más adecuados para la reacción. 

POTENCIAC ION DEL EFECTO ANT IOX I DANTE DEL 
TOCOFEROL FOR ISQF'RENOIDES ( P o t e n t i a t i o n of 
the a n t i o x i d a n t e f f e c t of tocopherol by 
i sopreno id compounds). Gonzalez F l e c h a . B . : 
Eye 1son,P. y B o v e r i s , A . I n s t i t u t o de 
Química y F i s i coqu ímica B i o l ó g i c a s . 
Facul tad de Farmac ia y Bioquímica . 
Un i vers i dad de Buenos Ai r e s . 

La reac t ion del t o c o f e r o l (T) con r a d i c a l e s 
no ox igenados (R* ) en la reg ion no 
h i drofob ica de l a s b i c a p a s l i p i d i cas s e r i a 
un paso determinante en l a i n h i b i c i ó n de l a 
1 ipaperox idac ion por vi tarnina E. En e l 
presente t r a b a j o se e s t ú d i o l a c i n e t i c a de 
e s ta reacc i an y su p o s i b l e mecan i smo 
u t i l i z a n d o microsomal de h igado de r a t a 
suplementados con T <0-10 nmol/mg 
p r o t e í n a ) . Se s i mui o est res oi; idat i vo por 
ad i c ion de h i draperox ido de t e r b u t i l o 3 mM 
y se determino e l consumo de 0 a ( A D a ) 
deb ido a 1ipoperox idac ion p o l a r o g r a f i c a -
mente. La concetrac ion de T r e q u e r i d a para 
i n h i b i r e l 50"/. de i A O » fue de 5,5 + 0,5 
nmol/mg prot y l a i n h i b i c i ó n max ima fue de 
87 + 5 '/.. El v a l o r de la constante de 
ve loc idad para la r e a c c i ó n : . R" .+ T fue de 
10" M ~ l s _ l . La i n h i b i c i ó n dei por 1 

nmol/mg prot de T (20*/.) fue potenc iada por 
ad ic ion de 50 nmol/mg prot de r e t i n a l 
(1007.) o ubiquinona (607.) . I g u a l e s 
concentrac iones de r e t i n a l o ubiquinona en 
ausênc ia de Vitamina E produjeron 657. y 207. 
de i n h i b i c ion del A Oa, respect i vãmente. Se 
p o s t u l a que l a formación dei r a d i c a l 
cromanoxi lo luego de l a reacc ión del T con 
e l R" p o d r i a i n v o l u c r a r l a formación de un 
complejo de t r a n s f e r e n c i a de carga entre l a 
porc ion f i t i l a del T y r e s t o s i sopreno ides 
de compuestos presentes en l a membrana. 

INDUCCIQN DE ESTRES OXIDATIVO HEPATICO POR 
MITOXANTRONE. ( Induct ion of hepat ic o x i d a t i v e 
s t r e s s by mi toxantrone ) . Lores A r n a i z . S. v 
L l e s u y , S. Cátedra de F i s i c o q u í m i c a , Facul tad 
de Farmácia y Bioquímica , U n i v e r s i d a d de 
Buenos A i r e s . 

El mi toxantrone (fix) es un agente 
a n t i n e o p l á s i c o de e s t r u e t u r a química 
semejante a la de l a doxorub ic ina ( D o x ) . 
s iendo su uso en c l í n i c a l imi tado par su 
t o x i c i d a d . El o b j e t i v o del t r a b a j o fue 
e v a l u a r e l ro l de lo s r a d i c a l e s l i b r e s en l a 
hepato tox i c idad de fix y Dox. Las drogas 
fueron admin i s tradas a ratones en una d o s i s 
única de 15 mq/kg de peso i . p . , y a lo s 3,4 y 
5 d i a s se 1levaron a cabo los ensayos de 
1 ipoperox idac ión . Se midio l a 
quimio luminiscene ia "in v ivo" (QLE) e "in 
v i t r o " ( Q L V ) , formación de malondia ldehido 
(fiDA) y l a concentración de H £ D£bd estado 

e s t a c i o n a r i o CH 2 0 4 ] e . El Mx indujo a l o s 4 
d i a s un aumento de 1557. en l a QLE de h igado , 
y aumentos de 737. y 527. en lo s n i v e l e s de fiDA 
y QLV de homogeneizado de h igado 
respec t i vamen te . La adm i ni s t rac i On de Dox 
produjo incrementos de 5ÍV. y 537. en l a QLE de 
h igado y formación de MDA respect ivãmente , 3 
d i a s luego de su inyecc ión , pero no se 
observaron d i f e r e n c i a s s i g n i f i c a t i v a s en los 
v a l o r e s de QLV ( V a l o r e s c o n t r o l : QLE 150 ± 
12 cps/cm; QLV 237 t 13 cps/mg de p r o t e í n a y 
MDA 14.6 + 1.6 nmol/g h ígado) . El fix p r o d u j o 
un aumento de 967. en lo s n i v e l e s de [H^O^le 
de c o r t e s de h ígado a l d í a 4 de l a inyecc ión , 
( v a l o r contro l : 0.13 / j M ) . Los r e s u l t a d o s de 
nuestro e s t ú d i o sug ieren que l a s drogas fix y 
Dox g e n e r a r i a n en e l h ígado una s i t u a c i ó n de 
es t rés oxidatives con e l c o n s i g u i e n t e aumento 
de l a s concentrac iones en es tado e s t a c i o n a r i o 
de e s p é c i e s a c t i v a s del ox igeno . 

http://Univ.de
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ESTÚDIO DE LA LIPOPEROXIDACION PRODUCIDA 
POR RADXACION EN LIP080HA8 ( Radiation -
induced Üpoperoxidation in U p o w « M ) . 
"Furaan F. . «Puran H. , .. ̂ Bovrii A. v "Pa 
Rev B.H.- «Instituto da Quiaica y 
Fiaicoquiaica, FFyB, UBA y "Opto da 
Radiobiologia, CNEA, Buenoa Airas. 
Argentina. 

La lipoparoxidacion <LP) producid* por loa 
radicalaa libras generados por radlacion 
ionizante puada aar astudiada utilizando a 
los liposoaas coao aodalo axpariaantal. 
En al prasanta trabajo sa irradiaron 
liposoaas aultilaawlarea gr andas con rayoa 
X ( 1 2 Sy/aln). La coaposicion lipidica 
utilizada fua fosfatidil colina <PC> da 
huavo o da soja (0,5 ag/al, con o ain al 
agregado da ClsFe o vit E) y sa utilizaron 
doais da radiacion coaprandidaa antra 9 y 
1 6 * By. 
Para la evaluacion da la LP aa dataraino la 
quiaiolualniacancia (QL) utilizando un 
contador da cantailao 1iquido y sa 
raalizaron datarainacionas da la formacion 
da aalondialdahido <HDA> y da dianos 
con jugados ut i1izando tacn i caa 
aspactrototoaatricaa. 
Los rasultados obtanidos daauastran qua 
para una aiaaa dosia da radiacion (80 By) 
la PC da aoja sufra una aayor 
lipoparoxidacion qua la PC da huavo. hacho 
qua puada aar axpliçado taniando an cuanta 
al difaranta grado da saturacion da loa 
lipidoa considerados. 

Dano Celular-Mutagénesis 

TRANSFERENCIA PAS)VA DE ALIERACIONES NEUROHUSCULARES MEDIANTE 
INHUNÜSLQDULINAS DE ESCLEROSIS LATERAL AnIOTROFICA (ELA). {Passive 
transfer of neuromuscular alterations by amyotrophic lateral sclerosis 
jMunooloBulins) Protti. D.A. • Scornilc. F. S. , Fusbero. C.6. , 
Alvarez. V.. Heiio.A.. Uchitel,0.0. Instituto de Biologia Celular, 
Fac. de Hed., Universidad de Buenos Aires. 

La ELA es una enfenedad caracterizada por la denervation de las 
fibras «seu lares esqueléticas resultante de la aierte de Ias neuronas 
•otoras. Un proceso autoinsune ha sido postulado coso responsible de 
la degeneration neuronal. Con el objeto de transferir algunas de Ias 
caricteristicas de esta enter «did dei huwno al raton se u t i l i za r» 
Ig de 6 pacientes de ELA f Ig norsal e Ig de 2 pacientes con otras 
entereedades neurológicas. Las Ig fueron aplicadas sobre la superfície 
del ausculo levator auris dei raton sediante la inyeccion subcutanea 
de 50 ul conteniendo 1 ig de Ig. Esta aplicación se repitio 6 veces 
durante 2 seianas. Los nusculos fueron disecatfos 4 a 12 setanas 
despues de iniciado el trataiiento para estudiar electrofisio-
logicaeente la actividad sinaptica icdiante electrodos intracelulares 
y fueron posteriormente tenjdos con una técnica argentica cnbinada 
para evidenciar la colinesterasa de Ias placas y los axones. 
No se observaron alteraciones en Ia frequenica ni upli tud de los 
potenciales einiatura en los «seulos tratados con Ig control . En los 
•useulos tratados con 4 Ig de ELA se registraron potenciales einiatura 
con una frecuencia aayor que la control. Tasbien se encontraron fibras 
•useulares donde no se registraron potenciales einiatura. En 3 
•useulos tratados con Ig 5 se observo una ausência total de la 
actividad sinaptica. 

Mediante la estitulacion del nervio con un electrodo de suecion se 
estúdio el contenido cuantico de la liberación evocada en Ringer con 
bajo Ca" y alto Mg". Los Misculos tratados con Ig de ELA Hstraron 
en la eayoria de los casos un incruento en el nuaero cuantico y en 
algunos un decreaento dei I ÍSM . La presencia de fibras wseulares sin 
respuesta sinaptica evocada fue un hallazgo frecuente. 
Los estúdios sorfologicos nostraron placas neuro- wseulares 
denervadas y degeneracion axonal en la uyoria de los músculos 
tratados con Ig de ELA pero no en los controles. 

EFECTO MUTAOENICO SINERQICO PRODUCIDO POR 
COMBINACION DE UV Y BLEOMICINA EN POBLACIONES 
DE SACCHAROMYCES CEREV1SIAE (Synergic mutagenic 
effect produced by UV and bleomycin in populations of 
Saocharomvces cervteiae). UWo, O., SevérgnIni, A. y 
Nunes, E. Departamento de Biofísica, Facultad de 
Medicina, Montevideo, Uruguay. 
La frecuencia mutagenics total (M(z)) produclda por la 
combination de agentes mutágenos a (as dosfs x e y 
podrla depender de los tlpos de reparation del ADN que 
se ponen en juego en el procesamlento de las leslones 
producldas y de la letalldad &9 la combtnacion. De 
acuerdo a MKcnel y Morrison (1987) la frecuenda de 
mutation produclda por un agente altamente mutagénlco, 
dlsmbiuye en presencia de otro que produce lesfones 
procesades por una via de reparation sin error. Esta 
observation podrla expllcarse en las sigulentes 
condiciones: a) que las leslones producldas por los dos 
agentes se reparen por dos vias con distinta probabiHdad 
de error, b) que una o ambas vfas sean inducibles, c) que 
ambas vias compftan por ei mlsmo sustrato. 
Se estúdio el efecto mutagénlco de Ias radlacion es UV 
(lesion es procesadas por una via sln error) y de la 
bleomlclna (leskxies procesadas por vfas con distintas 
probabilidades de error) como agentes únicos y en 
combination. Se utilizaron la cepa salvage SC7K lis y la 
cepa pso4-1 Hs (deficiente an la mutagenesis fndutida). 
Se Irradiaron muestras aleatórias en fase exponential con 
UV (15 W, 2537 K « 6 0 J/m 2) y luego se Ias sometló a 
dosis cretientes de bteomiclna (0 - 150 ug/ml). Se 
demostraron los sigulentes hechos: 1) La frecuencla 
mutagóntca total (M(z)) produclda por la combination de 
ambos agentes es más que aditiva. 2) M(z) es 
slgnffrcatlvamente mayor para Id cepa SC7K lis. 3) 
Existe slnerglsmo en la letalldad produclda por la 
combination de UV y bleomlclna de acuerdo a 
observactones previas (Barrios et al., 1990). Estos hechos 
evldentian Ia existência de por lo menos dos etapas 
comunes en la reparation de Ias leslones letales y 
mutagénicas provocadas por amlx» agentes, Ias que se 
procesan Independentemente. Una disminución de la 
probabflkJad de mutation en el caso de combination de 
agentes podrla explicarse en base a una disminución de la 
probabilidad de sobrevlda de Ias mutantes. 



R E S U M E N E S R417 

ROTURAS DOBLES DE ADN Y SU RELACIÓN CON LA 
LETALIDAD CELULAR. Nunes, E., Baur, M. y Nuesse, M. 
Laboratório de Radlobtologla Celular. Departamento de 
Biofísica, Facultad de Medicina, Montevideo, Uruguay y 
Qesellschaft fuer Strahlen-und Umweltforschung, Neuherberg 
y Frankfurt/M, Alemania 
Las roturas dobles de ADN (DSB) son importantes en la 
producción de I ©stones let ales y atwrraclones cromosómteas 
en poblaclones celulares tratadas conn radlaclones kxiizantes 
o agentes químicos radlomlméticos. En el presente trabajo 
se estudla la producción de DSB espontâneas en poblaclones 
haploldes en dfstlntas condiciones (distintos tiempos en fase 
estacionaria). Se anallzan simultaneamente la vtabllidad y la 
probabllidad de mutaclón espontânea e inducida (reversion a 
la prototrofla), asf como la densldad de probabllidad de 
contenido de ADN. Medidas de DSB: electroforesls por 
campos pulsados ortogonales y exisioraclón de geles con 
densitómetro laser. Las curvas de densidad de contenido de 
ADN se obtuvferon con citometrla do (luto. La sobrevlda y 
la frecuencia mutagenics se astudiaron tanto para 
poblaclones normales como irradiadas. Fuente: C06O, 
doslmetrla por (S04)2Fe y TLD, O < D < 800 Qy.D - 37 
Qy/mln. Se utilizaron dos cepas de S.cerevlslae de tipo 
safvaje con los marcadores US, ILV. TRP y ADE y una 
mutante isogénlca afectada en la slntesls de glutatlon (gsh-). 
Los médios nutrientes y de omlslcin utilizados fueron los 
convenclonales para este eucarfote. 

Se comprobó una acumulaclon de leslones tipo DSB en 
poblaclones estacionar! as no Irradiadas, Ias que pueden 
repararse en condiciones que permiten Ia duplicadón dei 
ADN (vlabilidad - 100%, para 7 DSB p/genoma). La 
radlorresistenda de estas poblaclones dlsmlnuye en funclón 
dei tiempo en fase estacionaria Este hecho puede deberse a 
la disminución en Ias probabilidades de reparación 
recomblnaclonal (ATP-dependlente) y a la acumulaclon de 
DSB espontâneas e Inducidas por la absorclón de la energia 
radiante. La ausência de glutatlon no influye sobre la 
letalidad espontânea ni inducida por las radlaclones en 
poblaclones de hasta 14 dfas en fase estacionaria. En 
cambio, el glutatlon se comportei como antimutagónico, 
contra/restando probablemente Ias leslones por radtcales 
libres producldas en Ias bases. 

Agradecemos el apoyo de los Profs. Eckardt-Schupp y W. 
Pohllt en la reallzación de este trabajo. 

BèSEEABtÊSXSBZ fragvTfiTAa 
E.C.Candreva, D-Keezonman, A.Salvo» B.Barrios, 
U.GelÔs y B.Nunes. Dpto. da Blofísioa. 
Fao. de Medicina. Montevideo. URUGUAY. 
Lae proteínas 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 los sistemas biológicos 
analizados y constituye un modelo de regulación 
génica. En el presente trabajo.se analizan los 
efectos letales y mutagénicos a temperatura 
elevada (50°C) en función dei tiempo de 
exposición (t),en poblaclones estacionarias. 
Parte de Ias muestras fueron tratadas con un 
"heat shock" prévio (38°C,l-2 h) en medio de 
cultivo con y sin cicloheximida (CHM=10ug/ml). 
Se utilizo una cepa haploide auxotrõfica para 
lisina,médios de cultivo y de omisión 
convenclonales. temperatura de incubación 30°C. 
Se detecto termotolerancia relativamente baja 
para "heat shock" prévios de 2h de 
duración,independlentemente de la presencia de 
CHM. En la interpretaciôn de este hecho debe 
considerarse que la termorresistencia se 
express constitutivãmente luego dei cambio 
diáuxico.En cambio,ias HSP se inducen 
masivameríte en fase logaritmica luego del "heat 
shock". La frecuencia mutagenics M(t) presenta 
un curso exponencial a partir de un tiempo de 
exposición de 30 min y dlsmlnuye para muestras 
tratadas con "heat shock" mientras que la CHM 
revierte este efecto. Estos hallazgos sugieren 
que las HSP protegen al ADN de los efectos 
mutagen!cos de la HT y que la CHM por su efecto 
inhibidor de la slntesis proteica,contrarresta 
el efecto del "heat shock" en nueetras 
condiciones experimentales. 

PROTECCION DEL DANO MIOCARDICO POR 
CLORICROMENO (Protection of Myocardial 
damage by cloricromene) . Llesuy S.. Gonzalez 
Flecha B.. Milei J- y Doveris A.. Cátedra de 
Fisicoquímica, FFyB, UBA, Argentina. 

El c1ori cromeno (AD*) es un derivado 
cunarinico ampliamenta utilizado en el 
tratamiento de afecciones relacionadas con 
la sintesis de prostaciclinas, en 
dilatacionem coronarias y en la disminución 
de la agregacion plaquetaria. La accion del 
AD* como cardioprotector e inhibidor de los 
radicales libres del O-a no ha sido aim bien 
estudiado. 
En el presente trabajo se estúdio el efecto 
del AD* sabre el daho cardíaco producido por 
i squem i a—reperfus i on m«d i an te m i croseopi a 
electronica (ME), quimioluminiscencia 
iniciada por hidroperoxido de terbutilo (QL) 
y electrocardiogram* <EC). Se trabajo con 20 
conejos divididos en 2 grupos a)control y 
b)AD* (0,25 - 0,30 mo/Kg peso, iv durante 
toda la operacion). Ambos grupos fueron 
anestesiados, traqueotomizados y se les 
realizo toracotomia. Despues de 10 min de 
oclusion (10'I) de la artéria coronaria 
descendente se toma una muestra y luego a 
los 10 min de reperfusiCHI (10'R) otra. 
Los resu11ados ind ican que 1a QL (cpm/mg 
prot) del grupo control fue de 7000 + 1100 
(10'I) y 15000 + 900 (10'R) mientras que 
para el grupo AD* fue de 6000 + 800 (10*1) y 
6300 + 700 (10'R). La ME muestra una marcada 
proteccion del dah*o mitocondrial, 
observandose tambien mejoras en el EC. Estos 
resultados sugieren que el AD* podria toner 
una accion protector* sobre el daffo 
producido por isquemia-reperfusion. 

ROSA DE BENGALA C0M0 INDUCTOR DE DA«0 GENÉTICO Y ENZIMAS 
ANTIOXIDANTS. (Rose Bengal as inductor of genetic 
damage and antioxidant enzymes). Carballo, M., Alvarez, 
S., Preciado, M.V. y Boveris. A. Div. Fisicoquímica, 
Facultad de Farmácia y Bioquímica, Universidad de 
Buenos Aires. 

El Rosa de Bengala (tetraclorotetraiodouranina.RB) 
es capaz de inducir genotoxicidad en cultivo de linfoci-
tos de sangre periférica en concentraciones de 10 M 
y 10 "M. En este trabajo se estúdio el efecto antes 
mencionado a mayores concentraciones de RB (10~^M, 
10~5 M y 10"°" M) complementando dicho análisis con la 
determinación de enzimas antioxidantes (Superóxido 
dismutasa: SOD y Catalasa: Cat) constituyentes del 
principal sistema de defensa de la célula contra aumen
tos en las velocidades de generación de intermediários 
de la redueción del oxigeno. Los cultivos fueron reali
zados con sangre entera en presencia de medio Ham's 
F 10, suplementado con Suero Fetal Bovino y Fitohemaglu-
tinina P, como agente mitógeno, siendo incubados durante 
60 h a 37°C. Se trabajo con 2 lotes, uno de los cuales 
fue mantenido en oscuridad y el otro sometido a la 
acción de la luz fluorescente durante 180 min. La deter
minación de enzimas antioxidantes se realizo mediante 
la técnica de Beers y Siner (1952) para Cat y Mc Cord 
y Fridovich (1969) para S0D. Los resultados obtenidos 
revelan un incremento dosis-dependiente en: a) la pro
ducción de aberraciones cromosómicas (AC) en los culti
vos^ en oscuridad (10~ 4M: 2.0110.14; 10" 5M: 1.68±0.15; 
ÍO^M: 1.37±0.12) con respecto al control (0.14±0.04) 
el cual se observa con mayor significación en los culti
vos expuestos a la luz. b) los niveles de enzimas anti
oxidantes: S0D (Oscuridad: 10 4M: 62.5%; 10" 5M: 46.0%; 
10 M: 30.0%; irradiados: 10~ 4M: 60.7%; 10" 5M: 61.0%; 
10 M: 40.0%) y Cat (Oscuridad: 10"4M: 143.0%; 10 _ 5M : 
61.0%; 10~6M: 44.0%; irradiados: 10"4M: 144.0%; 10"5 M: 
71.0%; ÍO^M: 61.0%). Los resultados sugieren que el 
incremento de AC y nivel de SOD y Cat se debería a 
la generación de radicales libres dei oxigeno en corobi-
nación con una interacción directa entre el ADN y el RB. 




