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FLUORESCENCTA DE TSQ-Zn(II): UN ENSAYO RAPIDO, ESPE-
CIFICO Y DE BAJO COSTO PARA DETERMINACION DE Zn(II)
EN LIQUIDOS BIOLOGICOS (A fast, specific and low
cost assay for ZIn(II) determination in biological
fluids using TSQ-Zn(1I) fluorescence).

J. G. Reyes, M. Santander, P. Castro and D. J. Benos.
Instituto de Quimica, Universidad Catdlica de Valpa-
rafso; Depto. Fisiologia y Biofisica, Fac. de Medici
na, U. de Chile y Dept. Physiology and Biophysics,
University of Alabama at Birmingham.

La fluorescencia del complejo N-(6 metoxi-8-quinolil)
-p-toluensulfonamida (TSQ)-Zn(II) en metanol puede
usarse para la determinacién de Zn(1I) en liquidos
biolbgicos. De los cationeg cd(11), Cu(il), Mn(II),
Fe(III), Hg(II), Ca*Z, Mg*¢, Na*, K* probados, sdlo
Cd(II) forma un camplejo con propiedades fluorescen-
tes similares al Zn(II). Sin embargo, los otros catio
nes pueden apagar la fluorescencia compitiendo con
Zn(II) por unién con TSQ. Con concentraciones micro-
molares de TSQ es posible determinar Zn(II) a concen-
traciones 50-100 nM en presencia de un exceso de
30.000, 500, 60 y 33 veces de Mg*Z Ca*2, Fe(III) y
Cu(II) respectivamente, lo cual permite usar el méto-
do en liquidos como suero, semen, liquido cefalora-
ideo, etc. El método requiere de deproteinizacién
4cida de las muestras y utilizando el método de adi-
¢ibn de standares es posible determinar Zn(II) en pre
sencia de algunos cationes interferentes. Este ensayo
de Zn(II) es comparable (o mejor) en sensibilidad a
otros métodos como espectrometria de absorcién atémi-
ca o espectrofotometria con 4(2-piridilazo) resorcinol.

Financiado por Proyecto 90-0142, FONDECYT; Grants
8905 y 9016, Fund. Rockefeller, y Proyecto DGI-UCV
125.745/89.
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PARTICIPACION DE LA FRACCION MICROSOMAL EN EL ESTRES OXIDATIVE DERIVADD DE LA
REPERFUSION DE UN TEJIDO DESPUES DE UNA ISUUEMIA TENPORAL. (Role of the micro-
somal fraction in the oxidative stress of a tissue reperfused after a tempo-
ral ischeaia}, Caspos R, Sanhueza J, Maureira F, Valdés J, Valenzuela 4.
Unidad de Bioquimica Farmacolégica. INTA. Universidad de Chile. Casilla 138-
i1, Santiaga.

€1 daMo orgénico y funcional producido durante la reperfusion de un
tejide sometido a una isquesia temporal es un hecho de isportancia clinica y
quirdrgica. Se ha postulade que el desarcllo de un estres oxidative tisular
serfa uno de los componentes importantes del daho tisular y funcional. Si
bien la transforsacién de la enzima xant:na deshidrogenasa en una oxidasa
capaz de generar importantes cantidades de radicales libres prooxidantes ha
sigo considerada como una de las principales causas de este daMo, el uso tanto
cltnica comc experisental de inhibidores du esta enzisa (alopurinel, oxipuri-
nol} no produce una inhibicién del proceso oxidativo,

Nuestro grupo, utilizando un modelo te isquemia-reperfusitn en rifton de
rata in yivo, ha caracterizado una activac.bn de la funcitm microsomal durante
el proceso. Los aicrosomas obtenidos de riflones isquemizades y posteriormente
reperfundidos durante diferentes lapsos de tiempo, suestran un activo consumo
de oxlgeno correlacionado con ura gran produccidn de radicales libres tipo
superbxidos adeads de una isportante cantidad de sustancias reactivas al
4cido tiobarbitGrico. Estos resultados nus conducen a postular, adesds de la
participacion de la enzima xantina oxidasi, un rol para los microsomas en el
estres oxidative en un tejido isguémico. En forma complementaria, hemes reali-
zado cinéticas de la variacion de concentraciones de glutation reducide y
oxidado durante el proceso, asi como tambien hemos estudiado la cinética de la
conversion deshidrogenasa-oxidasa de la enzima involucrada en el wmetabolisso
de la xantina, El propésito de este trabajo, que forma parte de un proyecto
sayor, es desostrar el posible rol proiector que podrian ejercer algunes
inihibidores de la funcién sicrosomal en e} dafo oxidativo originade en un
tejido expuesto a un proceso de isquemia-reperfusitn,

Financiado por FONDECYT 1194-90 y Programa de Estudios Avanzados. U. de Chile.
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REACCIONES DE COMPUESTOS INDOLICOS CON RADICALES LIBRES
(Reactivity of Indolic Compounds towards Free Radicais)
Faure M.* |, Montoya N. y Lissi E. Departamento de Quf -
m;ﬁ? , Facultad de Ciencfa, Universidad de Santiago de
Chile.

Moléculas que incluyen el grupo indol son sustratos
potenciales para reacciones radicalarias y de transferen
cfa de electron. Esta reactividad las hace suceptibles
de ser degradadas por los radicales , pero a su vez les
confiere la capacidad de jugar un rol protector del dafio
inducido por radicales 1ibres, tanto por la captura de
Tos radicales como a través de un proceso de reparacifn.
Con el fin de evaluar las variables que determinan la
reactividad de estos compuestos se analiz6 una serie de
indoles sustitufdos respecto de : a) oxidacin inducida
por radicales peroxidados ; b) capacidad antioxidante en
1a oxidacién inducida del cumeno ; c) capacidad antioxi-
dante en la auto-oxidacién de homogeneizado de cerebro ;
d) capacidad protectora frente a la inactivacion de 1i-
sozima promovida por radicales oxigenados generados en
la termélisis azo-bisamidinopropano. En fase homogénea,
la reactividad de los distintos indoles considerados es-
td relacionada a su potencial de oxidacion. En sistemas
microheterogéneos (homogeneizado de cerebro) la capaci-
dad antioxidante estd determinada por su potencial de
oxfdacién y por su grado de incorporacidn a las micro-
fases lipidicas.

(*) Becario de la Fundacién Andes.
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EFECTO PROTECTOR DE ANTIOXIDANTES FRENTE AL STRESS OXIDATIVD PROVOCADD POR
INGESTA DE ALTAS DOSIS DE ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS. (Protective effect of
antiosidants on the oxidative stress caused by ingestion of high doses of
poliunsturated fatty acids)., Garate, M. y 6arrido, A,, Unidad de Bioguimica
Farmacolbgica. INTA. Universidad de Chile. (Patrocinio: A. VYalenzuela).

El consumo de aceite de pescado con alto contenido de Acidos grasos poli-
insaturados {PUFA}, en especial dcido Eicosapentaenoico (EPA) y Dosahexaenoico
(DHA}, induce cambios en la estructura de mesbranas bioldgicas, provocando un
incresento en la suceptibilidad de Induccién a lipoperoxidacifn.

Por otra parte, es conocido el efecto estabilizador sobre el aceite de
pescado, de compuestos antioxidantes coso DL a Tocoferol y algunos flavenoides
naturales,

La suplemsentacién ron aceite de pescado ausenta el riesgo de lipapero-
xidacidn, tanto en microsceas hepdticos inducidos enzisdticasente coso eeabra-
nas de eritrocito inducidos no enzimiticamente.

Nuestro objetivo es el estudio de la potencial accién protectora de,
antioxidantes coso DL g Tocoferol y Quercetina (flavonoide natural) sobre
distintos sistemas binlégices.

La ingesta de aceite de pescado al cual se le ha adicionado antioxidan-
te {1 g/ Xg), muestran que DL « Tocoferal posee efecto protector en seabra-
nas de eritrocito, no asi en Microsomas Hep&ticos, frente a la actién produci-
da por el aceite sin antioxidante, en casbio no se encuentra sfecto protector
de Quercetina en estos sistesas, en las mismas condiciones,

Adiciones suprafisiolégicas de DL ¢ Tocoferol suestran gue los
aicrosomas son suceptibles de ser protegidos por el antioxidante, para
o rual se busca su concentracién optima.

En el sistema de homogenizado de cerebro, no hay variacidén en la lipo-
peroxidacién espontinea en ratas suplesentadas con aceite frente a ratas
controles, sin eabargo, el aceite con DL a Tocoferol o Buercetina, tiende a
dissinuir la lipoperaxidacibn.

Se encontré variaciones significativas con una probable respuesta
adaptativa del plasma de rata tratada con aceite, el cual inhite 1la
lipoperoxidacitn en sayor grado que plasea de rata control; el efecto de
adicitn de Dl a Toroferol al aceite es de una seayor inhibicibn de
lipoperoxidacién frente al aceite stlo y la adicién de Guercetina no altera el
efecto del aceite sélo.

Financiado por FONDECYT 932/89.
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MODULACION DE LA W Y W-1 HIDROXILACION DEL ACIDO LAURICO
POR FACTORES NUTRICIONALES. (Modulation of lauric acid W
and W-1 hydroxylation by nutritional factors). Orellana,
M., Valdés, E. y Gil, L. Depto. de Biogufmica, Facultad
de Medicina, Universidad de Chile.

€1 Acido L&urico es un &cido graso de 12 carbonos
que est& presente en los Ifpidos de la dieta. El cito-
cromo P-450 microsomal hep&tico oxida a este Scido graso
saturado generando 2 productos: los &cidos 12-hidroxi
1surico (W) y 11-hidroxi l&urico (W-1). En un trabajo
previo a &ste, utilizando &cido araquidénico (A.A.) como
sustratu, encontramos que la desnutricién protéico ener-

gética (DPE) disminufa la produccién de todos los produc-

tos de oxidacién del A,A, con excepcién de los W y W-1
hidroxi derivados (Orellana et al. Arch. of Biochem. and
Biophys. 274, 251-258, 1989). Se ha demostrado que la W
y W-1 hidroxilacién de &cidos grasos son catalizadas por
2 enzimas citocromo P-450 diferentes, denominadas P-450
Law. y W-1 hidroxilasa. Con el objeto de verificar si
estas hldroxilasas son moduladas por el estado nutriclo~
nal, se incubaron microsomas de hfgado de ratas contro-
les, desnutridas (DPE) y realimentadas utilizando Acido
Lsurico como sustrato. Los &cidos W y W-1 hidroxi 1&u-
rico fueron analizados por HPLC mediante una técnica de-
sarrollada en nuestro Laboratorio. La DPE aumenté al
triple el metabolismo total del Acido L&urico, aumen-

tando ambas hidroxilaciones. Al realimentar estas ratas,

reponléndoles las protefnas de la dieta, el metabolismo
del Acido L&urico disminuy6 debido principalmente a la
menor produccién del W derivado.

Estos resultados indicarfan que la DPE aumentarfa el
contenido o actividad de los Citocromos P-450 Law. y W-1
hidroxilasa. Tambi&n sugieren que la actividad de estas
isoenzimas serfa modulada en distinto grado por el con-
tenido proteico de la dieta.

Financiado por el Proyecto 0863 FONDECYT
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MECANISNO DE ABSORCION DEL NONODFLUOROFOSFATO DISODICO EN EL TRACTD GASTRD
INTESTINAL (Disodiun moncfluorophosphate absorption mechanisa in the gastro -
intestinal tract). Villa, &. y Carrasco 6., Unidad de Bioquisica Farsaco-
16gica. INTA. Universidad de Chile. {(Patrocinie: E, Spencer).

Dentro de los diversos tratasientos existentes para las obteaporesis,
destaca la adeinistracién de fluoruro ya que este es el dnico agente
faraacolégico que estimula la actividad osteogénica. Debido a los efectos
secundarios asociados al uso de fluoruro de sodio, se ha propueste la
utilizaciétn del MNonofluorofesfato disédico (MFP) como una alternativa
ventajosa. Sin esbargo, el secanismo y sitio principal de absorcidn del HFP
aduinistrado oralsente, no se han determinada- clarasente.

Dadz 1la importancia fareacolfgica que tiene el conocimiento de estos
procesos y en base a resultades obtenidos previasente en nuestro laboratorie
hesos postudlado que este secanisao estd asociado a la forsacits de um
cosplejo neutro de! anibn sonofiuorofosfato y el calcio presente en las
secreciones gastro-intestinales 6 adicicnado previamente al MFP; seqin la
reaccibn (1),

{1y Ca t +FPO ? CafPg* Kt

Henos detersinado el valor de Kf a 25°C como 185¢15 (unidades aclares).
Este complejo seria liposoluble y al penetrar la seabrana en el sitio de
absorcibn seria hidrolizado por fostatasa alcalina, generando fluoruro idnico
y ortofosfato en el sistesa circulatorio, santeniendose una gradiente de
concentracion de WFP a través de la sesbrama. Utilizando un modela animal se
ha detersinado, ip vivo, la importancia relativa de la absorciba gistrica e
intestinal del WFP, eidiendo su concentracitn residual en el contenido lusinal
después de 30win. de haber sido admiristrado, encontrandose los valores de
absorcién gdstrico en el rango 30-401.

Se ha detersinade =i aumento del fluoruro plassdtico que ocurre en
diche perioda, asi como taebién se han caracterizades las actividades de
fostatasa alcalina en los diferentes segmentos del tracto gastro-intestimal.
Los resultados obtenidos en este estudio, gue es parte de un proyecto mis
amplio, perniten concluir prelisinaraente, que el aecanisso propuesto es
razonablesente vilido.

Financiado por Proyects FONDECYT 1201-90,
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ESTIMULACION DE LA SECRECICN BILIAR DE COLESTEROL POR
SIMVASTATIN, UN INHIBIDOR IE LA SINTESIS HEPATICA DE
COLESTEROL. (Stimulstion of biliary cholesterol output by
Simvastatin, an inhibitor ¢f hepatic cholesterogenesis)

Amigo,L., Morales M.N, y Bronfman,M, Departamento de
Gastroenterologia, Facultad de Medicina y Departamento

de Biologfa Celular, Facultad de Ciencias Biolfgicas,
P. Universidad Cat8lica de Chile.

Una nueva clase de drogas son usadas para el tratamien
to de la hipercolesterolemia, &stas son inhibidoras com-
petitivas de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa,
enzima limitante en la biosfntesis del colesterol (Col).
Ellas reducen la sfntesis de colestercl y estimulan la
sfntesis de receptores pare lipoprotefnas de beje densi-
dad. Nuestro objetivo fue examinar el efecto de Simvasta
tin (SV) en la secrecién de los 1fpidos biliares y en el
metabolismo hepftico de Col. Se utilizaron ratas Wistar
(150-210g), alimenténdolas con 2 a 50 mg% de SV en la
dieta. Se tomaron muestras de bilis para determinacién
de 1fpidos biliares. En plesma e hfgado se determing la
concentracifn de Col. En otros experimentos se estudié
la esterificacifn de Col en hepatocitos aislados. los re
sultados muestran un aumento significativo de aproximada
mente 600% en el débito de Col y 80% en el de Fosfolfpi—
dos (FL) en ratas alimentacas 16 dfas con 20 mg¥ de SV.
Con dosis entre 2% y 50% de SV en la dieta, el aumento
fue entre 60-600% y para el FL fue entre 20-100%. Se ob
serv8 un aumento de Col y FL ya a las 24 hrs de trata-
miento con 20 mg¥ de SV. El Col-ester hepftico aumentd
en un 100% y el Col total un 25%,probablemente por aumen
to en la captacién sinusoicdal de Col lipoproteico,ya que
la sfntesis hepftica de Col-ester estf disminufda en he
patoéitqs aislados de ratas tratadas. Conclusifn: 1) El
efecto hipocolesterolemiante de SV se acompafia de un
aumento marcado en la secrecién biliar de Col y podrfa
tener efectos litogénicos. 2) El aumento de Col biliar
podrfa ser secundarie a una disminucidn de la esterifica
cién hepltica de Col.
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DISMINUCION DE LA SOBREVIDA CELULAR DE FIBROBLASTOS
DE EMBRION DE POLLO Y HEP - 2 POR DROGAS FOTOSENSI-
BILIZANTES (Decrease of cell survival of chick em-
bryo fibroblast and Hep - 2 by photosensitizer
drugs). Cortés, M.P,, Glena, C., Fernfndez, E., Na-
varrete, E., Arrau, J. y Cirdenas, A.M. Laboratorio
de Fotobiologfa, Facultad de Medicina, Universidad
de Valparafso.

Se estudil la capacidad fototSxica del &cido
nalidfxico (AN) y del &cido oxolfnico (AOQ) sobre la
sobrevida celular de fibroblastos de embrién de po-
1lo (FEP) y HEP-2 (lfneas celular cancerfgena de lg-
ringe humana). Suspensiones de FEP o HEP-2 (4x10
células/ml), en presencia de distintas concentracio
nes de las drogas fotosensibilizantes (5 uM - 500 dﬁ:
se irradiaron por cinco minutos con una l&mpara de
mercurio de media presibn provista de filtro pyrex
( A >290); la sobrevida celular se determiné con-
tando el nfimero de células capaces de formar monoca
pa 24 h despus de la irradiacifn, usando como colo
rante azul de tripdn. Los resultados mostraron una
relacién inversa entre la sobrevida celular y la
concentracibén de droga adicionada al medio, siendo
AN m&s fototdéxico que AO sobre ambos tipos de cé&lu-
las. Estos resultados se carrelacionaron con estu-
dios de fototoxicidad sobre eritrocitos humanos,
realizados en nuestro laboratorio. Se discuten los
resultados.

Proyecto UV-12/89 DICYT, Universidad de Valparafso
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LOS FOTOSENSIBILIZADORES 13Z-HIDROXICLOROFILIDA
Y 134-HIDROXIFEOFORBIDA EN CELULAS CANCEROSAS.
(The photosensitisers 132-Hydroxychlorophy1lide
and 132-Hydroxypheophorbide in cancer cells).
Schoch S.(1,2), Lempert U. (1), Moser J.G. (3)
T- Instituto BotZnica Universidad Minchen, Min-
chen R.F.A., 2: Instituto Quimica Universidad
Catblica Valparaiso, Profesora Visitante del
D.A.A.D., 3: Instituto de Medicina Laser Univer
sidad Dusseldorf, Dusseldorf, R.F.A.
(Patrocinio: L. ZGAiga).

Se ha determinado que Chlorella protothe-
coides contiene la enzima clorofilasa que cata-
liza la hidrélisis de clorofila a y b originan-
do clorofilida a y b. Se describe las condicio
nes requeridas para cultivar estas algas Y pro-
ducir clorofilidas. Las condiciones bptimas
fueron: incubacién del alza en una mezcla ace-
tona con tampdn de fosfato (10 mM, pH 7.2) en
proporcién 1:1 por 15-30 minutos a temperatura
ambiente. Los pigmentos se extraen con mezclas
de acetona y agua (50 a 80%). Después de un
tratamiento con hexano, los pigmentos se separa
r4n en una columna de silica gel. Este dltimo™
procedimiento transforma las clorofilidas en
los productos hidroxilados. Se cuantifican los
pigmentos por medio de los espectros de absor-
cibn, usando los coeficientes molares de extin-
cibén de las clorofilas.

Las células cancerosas (LoVo, ATCC (N°CCL-
229) fueron cultivadas e incubadas con los pig
mentos (concentraciones de 0.5 a 6 uM) por 20
a 60 minutos. Después de ser lavadas, fueron
irradiadas con luz laser (654 nm y 695 nm) de
diferente energia, determinando su sobreviven-
cia. Se pudo constatar que estos fotosensibi-
lizadores son muy promisorios para la aplica-
cién fototerapia de céncer.
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ACTIVIDAD ECTOPICA DE LA T-GLUTAMIL TRANSFERASA
(GGT) EN HIGADO PERFUNDIDO DE RATA (3 -Glutamyl
transferase ectoactivity in perfused rat liver).
Carridén,Y. y Videla,L.A, Depto. Clencias Biol§-
gicas,facultad de Medlicina,Universidad de Chile.

La GGT en hfgado de mamfferos inicia la de-
gradacién del glutatién (GSH) y se encuentra
preferencialmente en la regidn de la membrana
canalicular de los hepatocitos. Se evalis la po
sible actividad GGT en el polo sinusoidal de la
célula hepStica (GGTe) en el modelo de hfgado
perfundido de rata.

Higados de ratas Sprague Dawley alimentadas
fueron perfundidos con solucién Krebs-bicarbona
to pH 7,4 a 37°C. Luego de¢ 15 min de estabiliza
cién,se infundié el sustrato artificial de GGT,
J-glutamil-p-nitroanilida (GGpNA)(0,1-0,8 mN) y
se determiné p-nitroanilina (pNA) a 405 nm en
muestras de perfusado efluente tomadas cada 2
min,en ausencia y presencia de 8 mM glicil-gli-
cina (GG),aceptor del grupo Y-glutamilo.

Los resultados muestran la capacidad del! hf-
gado para metabolizar GGpHA a nivel sinusoidal,
en condiciones en que su utilizacién intracelu-
lar es mfnima (Alcoho!l 7,339 (1990)). La produc
cién de pNA en ausencia de GG corresponde a hi-
drélisis y autotransferencia de GGpNA (A) y es
aumentada en presencla de GG (B). La diferencia
(B-A) corresponde a GGTe,!a cual presenta un
comportamiento hiperbSlico,con una Km aparente
de 0,33 mM y Vmax= 50 nmol/g hfgado/min,corres-
pondiendo a un 20% de la actividad total medida
en homogeneizados heplticos. La actividad GGTe
podrfa cumplir un rol importante en la degrada-
cién del GSH circulante,permitiendo la reutili-
zacibén de los productos en sfntesis de novo de
GSH a nivel intracelular,lo cual serfa Je partl
cular relevancia en condiciones de toxicidad

ue conllevan un aumento de ls GGT total.
FONDECYT 987/1990 - DTl,Universidad de Chile)
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PROTEOGLICANOS DEL DISCO INTERVERTEBRAL CANINO.
Silva, N., Farfas, G., Garcés, H., Rivera, A. Dpto. Patologla
Animal Fac. Cs. Veterinarias y Pecuarias. U. de Chile.

Se estudia la conformacién de la matriz extracelular
del disco intervertebral canino a través de la extracién de
proteoglicanos y su caracterizacién bioquimica e histoquimi-
ca. Se conoce la importancia de ellos pero no bien su
distribucién en las diferentes zonas del disco y su relfacién
con procesos patoldgicos.

Se trabajé con discos intervertebrales de la zona
lumbar de caninos adultos entre 3 y 5 afos de edad. Se
realizaron cortes histolégicos para ser sometidos a la accién
de colorantes catiénicos: Azul de Toluidina, Azul de Alcia-
no y Safranina. Otro grupo de muestras fueron separadas,
aislando zona externa e interna del anillo fibroso y nacleo
pulposo para someterse a la extraccién de Gag's de acuerdo
a la técnica de Nakano et al (1986) y luego determinar el
4cido urénico por la reaccidn del carbazol, electroforesis y
espectrofotometria U.V. y visible de los extractos puros y
sometidos a la accién de los colorantes, comparados con
patrones comerciales de Gag's y extracto de cartilago
nasal canino.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se establece
que el disco intervertebral canino contiene principalmente
condroitinsulfato, pero en diferentes proporciones en las
2zonas estudiadas p.e. en la zona externa del anillo fibroso
existe una menor concentracién de Gag's totales, mientras
que en la zona interna y nlcleo pulposo la concentracién
es mayor, en una relacién 1:3. Los cortes histolégicos
fijados y tedidos con los mismos colorantes catiénicos
presentan igual afinidad, lo que indica que efectivamente
la mayor o menor tonalidad obtenida se relaciona con los
Gag's presentes en la matriz extracelular del disco interver-
tebral. Esta es una de las bases de estudio para el anélisis
posterior de procesos patolégicos.

Proyecto DTI 2939 - 8922
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FACTORES QUE CONTRIBUYEN A LA DEPLECION DE GLU-
TATION (GSH) HEPATICO EN HIPERTIROIDISMO (Fac-
tors contributing to liver glutathione deple-
tion in hyperthyroidism). Fern&ndez,V.,Barros,
$.*,Simizu,K.* Y Junqueira,v.~ 0. Clencias Blo-
Tégicas,fac. de Medicina,Unlversidad de Chile e
*lastituto de Qufmica,Universidad de Sao Paulo.

El hipertiroidismo experimental conduce a una
condicidn de estrés oxidativo en concomitancia
con una deplecidn de GSH hepatico,con 50-60% de
caida a los 3 difas de tratamiento con trilodoti
ronina (T3). Este menor nivel de estado estable
de GSH podrfa deberse a cambios en alguno de
los mecanismos de aporte y utilizacjén que regu
lan el nivel de GSH hepstico, y que son objeto
del! presente estudio.

Se evalia el efectq de T3 (0.1 mg/kg peso du-
rante 3 dfias consecutivos) en ratas Wistar ma-
cho alimentadas sobre: (a) la velocidad de re-
cambio fraccional (VRF) de GSH,mediante un pul-
so de cistelna-335 (200 puCi/kg peso),determinan
do e} decaimiento especifico {cpm/ /mol GSH) y —
el recambio neto (R)(nmol/g higado/min); (b) la
actividad de T-glutamil transferasa (66T) en ho
mogeneizados hepdticos incubados con ¥V-glutamiT
-p-nitroanilida y gticil-glicina; (c) las velo-
cidades de eflujo canalicular (EC) y sinusoidal
(ES) de GSH, medido en muestras de bilis (ratas
anestesiadas) y de perfusado hepético (hfgado
aislado y perfundido), respectivamente.

El tratamiento con T3 no modificSé el EC de
GSH, incrementando en ES (86%), el R (62%) y la
actividad de la GGT (130%). El efecto neto so-
bre el ES representa un 90% del aumento en el R,
por lo que la mayor utilizacién de GSH por la
GGT podrfa ser relevante en la deplecién de GSH
hep&tico en el hipertiroidismo. (FONDECYT 987-
1990; Departamento T8cnico de Investigacién,
Universidad de Chile).
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ESTUDIO DEL EQUILIBRIO DE LA REACCION ALDOLASA in vive
MEDIANTE MUTANTES DE E. coli. (Study of the equilibrium

Babul J., Clifton, D, y Eraenkel, D.G.. Departamento de
Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile y
Harvard Medical School, EE. UU.

La reaccidén que cataliza la aldolasa no estd en equi-
libric in vive en E. coli. Al crecer las cepas con
glucosa marcada en C-6 se obtiene fructosa-1,6-bisP
(FBP) marcado priwcipalmente en C-6, en vez de estar las
posiciones C-6 y C-1 igualmente marcadas. Es posible que
la aldolasa o la triosa-P isomerasa constituyan un paso
limitante, o que una de las reacciones no sea muy rever-
sible in vive. Al disponer de cepas con niveles elevados
de aldolasa, que no presentan diferencias en la utiliza-
cién de glucosa con respecto a la silvestre, es posible
averiguar si existe equilibrio entre triosas-P y FBP.

Cepas clonadas, con niveles de aldolasa cinco veces
(fba-5) y 30-40 veces (fba-40) mayores que las cepas
control (fba-1), se crecieron aerébicamente en un medio
completo hasta la fase logaritmica temprana, se resus-
pendieron en medio minimo y se incubaron a 30 en presen—
cia de nitrégeno, 6-14C-glucosa 0,2% y cloramfenicol, en
un  volumen de 4-10 ml. El FBP presente en extractos
percléricos neutralizados, se aisld por cromatografia de
intercambio iénico en un cromatégrafo liquido acoplado a
un contador de radiactividad y se convirtié enzimatica-
mente en glicerol-P y 3-P-glicerato, los que se separa-
ron por el mismo procedimiento para determinar el %X de
la marca en el C-1 y C-6.

Los valores aproximados de la marca en el C-1 fueron:
fba-1, 25 %; fba-5, 35 % y fba-30-40, 50 %. Esto indica
que en las células en reposeo existe un equilibric
parcial entre los reaccionantes, el cual es completo en
la cepa con los niveles mads altos de aldolasa y que la
cantidad adicional de enzima, por sobre la de la cepa
silvestre, funciona in vive. (Financiado por Harvard

Medical School, Fondecyt y Fundacién Andes).
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DIABETES EXPERIMENTAL EN RATAS: MODULACION DE LA UDP-
GLUCURONILTRANSFERASA MICROSOMAL HEPATICA. (Experimental
diabetes in rats: modulation of hepatic microsomal UDPGT)
Vega, P., Gaule, C. y Del Villar, E. Departamento de Bio-
quimlca, Facultad de Medicina, U. de Chile.

(Patrocinio: L. Gil),

En la diabetes mellitus hay un trastorno importante en
el metabolismo endfgeno. Es de interés por lo tanto,es-
tudiar la influencia de este estado en las vfas metab6-
licas y disposicién a las drogas mediante el uso de mo-

delos animales, La diabetes inducida por aloxano se a-
semeja a la diabetes mellitus dependiente de insulina.
Las reacciones de conjugacién catalizadas por la enzima
UDP-Glucuroni Itransferasa (s), son los procesos m&s im-
portantes que determinan la inactivacién y excrecién de
xenobioticos.

En este trabajo se estudia en forma comparativa, la
alteracién de la membrana microsomal inducida por la
diabetes y la capacidad de glucuronizacién in vitro en
ratas de ambos sexos. El estado de diabetes se obtuvo
con una dosis i.v. de aloxano (50mg/Kg). Un grupo de
ratas diabéticas recibi6 3 dosis de insulina lenta (3 U/
100g). En microsomas hepaticos de ratas: controles, dia-
béticas y diabéticas tratadas con insulina, se midié la
actividad UDPGT para diversos sustratos.

Se obtuvieron diferencias importantes en las activida-
des catalfticas estudiadas y en la activacién por deter-
gente, por efecto de la diabetes y por el sexo. Los re-
sultados suglieren que la diabetes interfiere con el efec-
to estimulatorio de las hormonas androgénicas en el meta-
bolismo en ratas machos. Este efecto ocurrirfa a nive-
les hepético y de la glandula pituitaria porque la acti-
vacién in vitro de la UDPGT no aboli6 las diferencias me-
tabblicas.

PROYECTO B - 2666 - 9034 DTI
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ESPECIES DISOCIADAS DE ARGINASA DE HIGADO HUMANO Y LA ES
TRUCTURA CUATERNARIA DE LA ENZIMA. (Dissociated species
of human liver arginase and the quaternary structure of
the enzyme). Echeverfa, V., Torres, C., Carvajal, N.,
Godoy, M., Silva, P. Depto. de Biologfa Molecular, Uni-
versidad de Concepci6n. (Patrocinio: M. Puchi).

La arginasa de higado humanoes una enzima oligomé
rica formada por subunidades éguales, cuya interaccibn —
depende de 1a presencia de Mn~ . Hasta el momento, s6lo
el empleo de la enzima inmovilizada ha permitido el estu-
dio de especies monoméricas de arginasa. Aun cuando la
mayor parte de las evidencias disponibles sugieren una
estructura tetramérica, también se ha sugerido una es -
tructura trimérica para la enzima. Junto con el interés
por aportar evidencias adicionales para la estructura
oligomérica de la enzima, este trabajo forma parte de un
estudio destinado a encontrar condiciones que posibili-
ten el andlisis de la actividad catalitica de especies
monoméricas en solucién, ademds de facilitar el andlisis
de la interaccién de la enzima con el metal activador.

Los resultados obtenidos muestran que a pH B y en
presencia de maleato 10 mM, la enzima se disocia en espe
cies diméricas. Se observt, ademas, la presencia mayor]
taria de especies monoméricas cuando una preparacién de
naturada en urea 8 M y luego renaturada a pH 8 en Tris-
maleato 20 mM, MnCl, y 2-mercaptoetanol 1 mM, fue croma-
tografiada en una cglumna de Sephadex G-200 equilibrada
con el mismo buffer. Se estudi6, ademds, la distribu -
cion electroforética de especies entrecruzadas con diimi
datos. Los resultados muestran la presencia mayoritaria
de especies diméricas, lo que concuerda con la estructu-
ra previamente sugerida en base a estudios con la enzima
inmovilizada.

Financiado por FONDECYT 90/0261.
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MODULACION FARMACOLOGICA DE LA PROSTAGLANDINA H
SINTETASA Y ALDEHIDO DESHIDROGENASA.(Pharmaco-
logical modulation of prostaglandin H synthase
and aldehyde dehydrogenase). Gyivernau, M. Tam-
pier, L. Dpto. Farmacol. Fac. Med. U. de Chile.

La prostaglandina H sintetasa (PGHS) es respon-
sable de la conversion del acido araquidonico
en prostaglandinas; 1a aldehido deshidrogenasa
(ALDH) de 1a oxidacion del acetaldehido (AcH),
metabolito activo del etanol. La modulacion de
estas enzimas asume especial relevancia en los
efectos cardiovasculares del alcohol, tal como
la reaccion flushing utilizada en el tratamien-
to del alcoholismo. En este trabajo estudiamos
la interaccion de diversos farmacos con estas
enzimas. La actividad de PGHS se estudio
midiendo por radioinmunoensayo la produccion
vascular de prostaciclina en aortas de ratas
wistar incubadas en Krebs con 10 uM de propra-
nolol, dipiridamol,furosemida o captopril solos
y asociados a (AcH). La actividad de ALDH se
estudio en mitocondrias hepaticas de animales
tratados con estos farmacos e incubadas con
(AcH) 100 uM, midiendose su tasa de desapari-
cion por cromatografia gaseosa. Furosemida,
propranolol, captopril (C) y dipiridamol (D)
estimularon la sintesis de prostaciclina vascu-
lar; (C) y (D) potenciaron el efecto estimulan-
te de (AcH) sobre prostaciclina. Los 4 farmacos
inhibieron la actividad de 1a ALDH hepatica
responsable de 1la deosaparicion de (AcH) del
organismo. Estos resultados plantean la posibi-
lidad terapeutica de desencadenar la reaccion
flushing e inducir rechazo al consumo de etanol
en presencia de niveies bajos y no toxicos de
(AcH). Ademas, sugieren que la ingestion de al-
cohol en pacientes tratados con alguno de estos
farmacos debera en 1o posible contraindicarse.

FONDECYT 0988-88; DTI-U.de Chile M-1975-8813.
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INTERACCION ENTRE ALDOLASA Y FRUCTODSA-1,4-BISFOSFATASA MODULACION DE LA MOVILIDAD LARVAL DEL "LOCO”
INMOVILIZADA. (Interaction between aldolase and POR EL ION POTASIO. (Modulation of “loco"

immobilized fructose-1,6-bisphosphatase). Berlien, 6.,

Lesn, 0., Ludwig, . y Slebe, J.C. Instituto de
Bioquimica, Facultad de Ciencias, Universidad Austral

de Chile, Valdivia.

Con el objete de estudiar la probable
interaccién entre Fructosa-1,6-hisfosfatasa (FBPasa) y
otras enzimas del wmetabolismo de carbohidratos, se
unié covalentemente FBPasa de rifidn de cerdo a
Sepharose—4B a través de un espaciador formado por
dihidrazida adipica y etilenglicol-(bis—succinimidil)-
succinato.

La FBPasa immovilizada presents una  menor
afinidad por los inhibidores AMP y fructosa-2,46-
bisfosfato respecto a la enzima libre, y no fue
activada por el ién potasio.

Se cromatografié aldolasa pura de rifén de cerdo
en una columna que contenia Sepharose-4B~FBPasa,
observandose la retencién de 1la proteina,la que en
experimentos control con Sepharose—4B conteniendo el
brazo espaciador sin la FBPasa, no se retuve. La
aldolasa retenida se eluyé con fructosa-i,é6-bisfosfato
{sustrato) o con clorurc de sodio. Sin embargo la
concentracién requerida para la elucién fue mucho
menor para el sustrato (200 pM) que para NaCl (10 =M).

Al aplicar a la columna de Sepharose—4B—FBPasa
una muestra de aldolasa parcialsente purificada, se
observé la retencién especifica de esta enzima, lo que
se demostré por electroforesis en geles de
poliacrilamida-5DS.

Los resultados obtenidos muestran una interaccién
especifica entre aldolasa y FBPasa, enzimas que
catalizan reacciones sucesivas en la gluconeogénesis,
lo que abre interesantes perspectivas para el estudio
de la formacién de complejos multienzimidticos.
(Financiado por proyectos: DID-UACH, §-89-37;
FONDECYT, 188/89).
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ACETILCOLINESTERASA: UN MARCADOR MOLECULAR UTIL
PARA DEFINIR LA METAMORFOSIS DEL “Loco”.

{Acetylcholinesterase: A useful molecul ar
marker to define metamorphosis in “Loco™)
Perelman, A. Unidad de Neurobiologia

Molecular, Dpto. de Eiologia Celular y
Molecular. Fac. de Ciencias Biolégicas, F.
Universidad Catdélica de Chile.

€l cultivo artificial del “loco" surge como
potencial soluci é6n para estudios de
repoblamiento de poblaciones naturales en
extincidn y también para la eventual produccién
de organismos en hatchery. Con este fin es
necesario disponer de larvas competentes para
las cuales no existen marcadores moleculares
conocidos. Un pardmetro interesante es la
enzima acetilcolinesterasa (AChE) la cual esta
involucrada en la transduccion de sefales en el
sistema nervioso de invertebrados Mmarinos.
Freviamente, bhemos comunicado la existencia vy
caracteristicas bioquimicas de esta enzima.
Entre los resultados destacan gue: f{1) La
actividad de la AChE aumenta durante el
desarrollo hasta 3 érdenes de magnitud desde

huevo a recluta, indicando gque esta enzima
puede ser utilizada como indice de
diferenciacidén del "loco". (2) La razén entre

la actividad AChE/BuUChE aumenta especificamente
en el periodo que va entre larvas veligeras a
reclutas, sugiriendo que esta razén podria ser

utilizada como indice de asentamiento larval.
%) Estudios cen reclutas recién
metamor foseados (1,8-2,5 mm} muestran la

expresién diferencial de la forma globular Gz
de la AChE. Esto permite definir por primera
vez en el "loco" una modificacidn molecular que
acompana a la metamorfosis de este muricido.
Financiado por Proyecto Sectorial Recurso
"Loco" FONDECYT 3502/89 al Dr. Nibaldo C.
Inestrosa.

larval mobility by K+ ions)). Campos. E.0.
Foster, R. vy Gonzalez, M, Unidad de
Neurobiologia Molecular, Fac. Cs. PBioldégicas,
F. U. Catélica de Chile.

£l eventual cultivo del *"loco" Copcholepas
concholepas, reguiere del desarrollo de
técnicas simples de manejo larval, factibles de

ser. implementadas a gran escala. En este
contexto hemos comunicado previamente gque el
iéen K* induce la sedimentacién de larvas

veligeras de "loco” (Arch. Biol. Med. Exptl.
22:R-184, 1989). Esto es muy interesante,
porque la primera respuesta conductual de
larvas competentes en asentamiento implica el
sedimentar desde el plancton &1 bentos marino.
En el presente trabajo se ha estudiado de que
manera el efecto ejercido por el ién K+ es
modulado por la calidad del agua de mar (AM).
Ltos resultados indican gque la sensibilidad de
larvas veligeras a concentraciones de 15 y 30
oM K*, es mayor en agua de mar artificial
(AMA) que en AM natural Filtrada <€0,45 um).
Fulsos repetidos de K+ (30 mM), vy posterior
lavado de las larvas, determinan una
recuperaci én menor de la movilidad larval en
AMA que en AM natural filtrada. Por otro lado
larvas expuestas a un pulso dnico de K~
recuperan su movilidad m&s rapidamente en AM

filtrada que en AMA. Estudios en marcha
examinan los efectos de la salinidad Yy
temperatura sobre la accién del ion K*.

En conclusién, metodologias simples que
impliquen la manipulacién de la composicién
iénica del AM podrian ser un paso necesario en
el manejo del asentamiento larval en C.
concholepas.

Proyecto FONDECYT Sectorial “Loco”
Dr. Nibaldo C. Inestrosa.

3502/89 al
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