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EVIDENCIAS DE LA DEPENDENCIA DE CALCIO EXTRACEIULAR EN
EL ACOPLAMIENTO EXCITACION-LIBERACION DE TERMINALES
AMINCACIDIQOS EN ESTRIADO DE RATA. (Evidence for extra-—
cellular calcium dependence on the excitation-liberation
coupling in aminocacidic nerve temminals from rat stria-
tum) . Abarca, J. Lab. Farmacologfa-Bioqui-~
cia, P. Universidad Cat6lica de Chile.

En estudios realizados en nuestro laboratorio, hemos
encontrado que el anilogo de dc. L-Glutdmico, el 4c.
[3H)-D-aspértico (D-asp) se libera ripidamente por con-
dicianes despolarizantes y depende del calcio extracelu-
lar en menor proporcifn aparente que la liberacifn de
aminas biogénicas, sugiriendo que parte del Ca*2 extermo
participa en el acoplamiento excitacifn-liberacitn de
aminodcidos excitatorios. Estos resultados nos llevs a
estudiar si condiciones que alteran la movilizacién de
Cat2, como cationes divalentes o antagonistas de calcio
son capaces de modificar la liberacitn evocada de D-asp
en estriado de rata.

Cortes estriatales, preincubados con D-asp, se super-
fundieron con KRF en presencia de diversas agentes y se
estimularon con exceso de Kt o Veratridina y se determi-
né la radicactividad en los perfusados. El Bat2 (2 mM),
induce la liberaci6n de D-asp, en mayor magnitud que la
respuesta evocada por Kt (53 mM) o Veratridina (10 pM).
El ion6foro A-23187 evocd una liberacién de D-asgp signi-
ficativa. El Mn*2 (0,5-2 mM) inhibe la liberacifn de
D-asp y este efecto es mis intenso que el descrito para
la liberacién de Dopamina estriatal. Los inhibidores de
Ca*?; Nifedipina, Verapamil y Diltiazen (100 uM) inhiben
la liberacifn inducida de D-asp. Ademds Trifluoropera-
zina disminuy6 la liberacién evocada de D-asp.

En conclusifn, nuestros datos sugieren que condicio-
nes que promueven o decrecen la entrada de calcio, au-
mentan o inhiben el acoplamiento excitacién-liberacifn
de D-asp de teminales nerviosos, indicando un importan-
te rol para el calcio extracelular en el proceso de li-
beracifn de neurotransmisores del tipo aminodcidos exci-
tatorios.

MECANISMOS SENSORIALES DE LAS BACTERIAS
QUIMIOLITOTROFICAS: QUIMIOTAXIS Y RESPUESTA AL STRESS.
(Sensorial mechanisms in chemolithotrophic bacteria: chemotaxis and
stress respanse), Acufia,d., Peirang,l. y Jerez,C.A. Departamenta de
Bioguimica, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

Las bacterias quimiolitotr6ficas aciddfilas tienen gran importancia
en la biolixiviacién de minerales. En su ambiente natural, estos
microorganismos se ven enfrentados a diversos tipos de stress,
tales como cambios bruscos de temperatura, cambios de pH,
presencia de metales pesados,etc. En este trabaio hemos estudiade
los mecanismos quimiotdcticos y de respuesta al shock térmico en
estas bacterias, ya que estos pueden desempeffar un importante
papel durante la lixiviacién bacteriana.

Empleamos cepas puras de Thiobacillus ferrooxidans vy
Leptospirillum ferrooxidans, las que se marcaron radiactivamente
ya sea en presencia de L-(metil°Himetionina o Na,'*CO, y se
analizaron los componentes mediante electroforesis mono y
bidimensional seguidos de autorradiografia. La quimiotaxis in vivo
se determind utilizando c6lulas radiactivas mediante la técnica del
capilar.

Encontramos que tanto T. ferrooxidans como L. ferrooxidans
responden al shock térmico como lo hacen la mayoria de los
organismos vivos estudiados, es decir, inhibiendo la sintesis de la
mayor parte de los componentes celulares, y sintetizando en mayor
cantidad un congunto de proteinas denominadas protefnas del shock
térmico, Estas proteinas tienen pesos moleculares en los rangos de
80 a 90 K, 68 a 74 K y 18 a 30 K, confirmando la universalidad del
fenémeno del shock térmico.

Por otro lado, encontramos proteinas receptoras que
aparentemente hacen que las bacterias naden hacia Nit+ y Fe++
(atrayentes) y se alejen de sustancias como aspartato (repelentes).
Estos resultados demuestran que las bacterias que participan en la
biominer{a poseen tanto mecanismos defensivos como de adaptacidn,
los cuales es necesario conocer ya gue podrian ser eventualmente
manipulados para obtener cepas mas eficientes en el proceso de
lixiviacidn,

Financiado por Proyecto PNUD/ONUDI CH1/85-002-01, FONDECYT
1108-85 y Universidad de Chile, B~1972-8434.

EFECTOS DE MORFINA AGUDA Y CRONICA EN LA NEUROTRANSMI-
SION DE LA VEJIGA URINARIA DE RATON (Effects of acute
and chronic morphine in the neurotransmission of the
mouse urinary bladder). Acevedo,C.G.; Contreras,E. Depar—
tamento Ciencias Fisiol&gicas, Facultad Ciencias Biol&—
gicas y Recursos Naturales, Universidad de Concepcién.

La suspensifn de un tratamiento crfnico con morfina
incrementa la sensibilidad de 6rganos o tejidos inerva-
dos por el sistema nervioso autSnamo. En este trabajo
se estudib la influencia de tratamientos agudos y crbni-
cos con morfina en la sensibilidad de la vejiga urinaria
a acetiloolina y ATP, dos neurotransmisores que partici-
pan en la respuesta contrictil de este Srgano.

Se empleS la t&cnica de Srgano aislado para trozos
de vejiga de ratones con y sin tratamiento con morfina
mantenidos en solucién Tyrode. Cuando se realizd estimu-
lacifn eléctrica el tejido se ubich entre electrodos de
platino y se estimul® con frecuencias de 0.1 a 50 Hz con
pulsos de 0.5 mseg de duracién y voltaje supram&ximo.
Acetilcolina se ensayb en forma acumilativa y el ATP en
dosis simples. Las contracciones isamBtricas de la veji-
ga se registraron en un pligrafo Grass.

La respuesta de acetilcolina fue incrementada por la
administracién aguda de morfina. En cambio la acci6n de
ATP no fue modificada por la administracién aguda del anal
gésico. El tratamiento crénico con morfina no alterd las
respuestas de la vejiga a la acetilcolina o ATP, la ad~
ministracifn de metadona o ketociclazocina disminuy8
las respuestas a la estimulacifn eléctrica, efectos de—
presores que no fueron modificados por naloxona.

Los resultados sugieren la inexistencia de recepto-
res opificeos en la vejiga urinaria de ratfn camo también
la ausencia de efectos directos de morfina en la unién
neuroefectora.

Proyecto 20.33.13 Direccifn Investigacifn, Universidad
de Concepcifn.

CARACTERISTICAS GENERALES DE LA = ENDO-
NUCLEASA DE RESTRICECION BstV 1. (General
grueert1es of the restriction endonuclease
st I).Al.}andr? agee. Laboratorio de
Bioquimica, Facultad de (l1encias Quimicas y
Farmaceuticas, Urniversidad de Chile.
(Patrocinio: Alejandro Venegas) .

. Algunas propiedades de BstV I, un
isosquizdmero termoestable de xho I, han
sido comunicadas anteriormente. kEste trabajo
dice relacidn con una caracterizacion en
mayor profundidad de esta proteina. |
La enzima BstV 1 es producids por
Bacillus stearcothermophilus, de donde se
obtiene con un rendimiento entre 1-2:10%
unidades por gramo de células (pesp humedo).
al hecho convierte a esta cepa bacteriana
en el mayor sobreproductor (silvestre) de
endonucleasas de restriccidn descrita a la
a.
R La enzima se obtuvo  libre de nucleasas
inespecificas or  s6lo dos pasos cro-
matograficos: ERE-celul osa fAzul  de
ibaCrén, Su peso molecular fue determinado
por filtracidn en Sepharose -6B Y
Bonde a 313 Kdaltons, sin embargu, por
FAGE-S5DS hemos 1agrado,ob€ener no ménos de
tres bandas polipeptidicas. En este estado
de pureza a enzima es iofilizable sin
dificultad, lo cual hace muy facil su manejo
y almacenamiento. X j K
t.as condiciones optimas determinadas Baﬁa
su_ensayo  son: Tris—HCl 10 mM, pH Q3
NaCl 10" mM; MgCla 5 mit (,10 ug/ml de HSA,
alkn _cuando esta ultima condicion = es
absolutamente dispensable. 1 catién diva-
lente puede ser reemplazadp por CoCla 1 mM
o MnEla S mM, sin afectar la especificidad

a.

st Es resistente a  variogs _agentes
desnaturante  comg son: Triton-X-100" 207,
rld 8 $%, SDS 0.015%Z, formamida 0,54 vy
DMSD 20%. La_enzima uede ser Prexncubada
- rs a 739 o 1 min a <909, con
retencivn de mas del 70% de la actividad.
Tales ropiedades la convierten en un
excelente candidato para uso corriente en el
laboratario, en_analisis de restriccion vy
clonamiento mglecular, operacion en que
fragmentos de DNA producidos por digestion
con BstV I pueder ser ligados en el sitio
para_la enzima Sal I de diferentes vectores
(pBR322, pulCtg, pUCI?, M13mpB, etc.).

inanciado por Fondecyt S035/85 e IFs
/834-1.
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INCIDENCIA DEL FITOMEJORAMIENTO EN LA CANTIDAD Y PROPOR-
CION DE ALCALOIDES EN SEMILLA DE Lupinus mutabilis SWEET
(Incidence of breeding in amount ang proportion of alka-
Joids in seed of Lupinus mutabilis SWEET). Aguillén,J.C.
y von Baer, D. Fac. de Farmacia, U. de Concepcién. von
Baer, E. e Ibafez, R. CAMPEX, Temuco. (Patrocinio: R.
Massone).

Lupinus mutabilis,especie originaria del Altiplano Andi-
no, destaca por el alto contenido de protefnas (> 45%)

y de aceite (hasta 20%) en su semilla. Los alcaloides qui

nolizidinicos, amargos y tdxicos, en concentraciones ma-
yores de 0.02% limitan la utilizacién directa de la semi
Tla. En el presente trabajo se evalia la incidencia de
la seleccién de formas de muy bajo contenido de alcaloi-
des 1lamadas "dulces", en el contenido de alcaloides to-
tales y en la proporcién de cada uno de ellos. La cuanti
ficacién de alcaloides se efectda por cromatografia de
gas con detector TSD {selectivo para N y P). De las 1i-
neas analizadas, sometidas a fitomejoramiento, 1a mds ba
ja en alcaloides tiene un contenido residual de s6lo
0.0025%, en cambio en muestras del material original no
sometido a seleccidn los alcaloides totales 1legan a
3.66%. E1lo implica que mediante seleccién genética se
ha logrado reducir sobre 1000 veces el nivel de alcaloi-
des en semilla de L. mutabilis. En las 29 muestras ana-
lizadas el alcaloide presente en mayor proporcién es Lu-
panina, mientras los otros (Esparteina, Hidroxilupaninas
Tetrahidrorombifolina) estdn presentes en proporciones
menores y variables.

Se discute ademds, en base a las respectivas vias metabg
licas involucradas, los fundamentos de la correlacidn ne
gativa observada entre contenido de proteinas y de alca-
loides en semilla de 1ineas de seleccidon de L. mutabilis
bajas en alcaloides.

Proyecto 20.71.05 Direccidn de Investigacidn
Universidad de Concepcidn.

INHIBIDOR ENDOCENO DE LA CMP-AcSIALICO: CER-LAC-SIALIL
TRANSFERASA (HEMATOSIDO SINTETASA) DE CEREBRO DE RATA.
(Endogenous inhibitor of the CMP-Neu NAc: Lac Cer-N-

acetylneuraminyl transferase of rat brain). Albarracin,
I., Lassaga, F.E. y Caputto, R.
Dto. Ouimica Bioldgica, Cfﬁﬁiirc, Fac.
Univ, Nacional de Cdrdoba, Argentina.

C. Quimicas,

El sobrenadante de 100.000 x g de cerebro de rata inhi
be la actividad de hemat8sido sintetasa de cerebro de
rata. E1 inhibidor fue purificado por los procedimien-
tos siguientes: calentamiento, cromatografia de filtra
cidn molecular y cromatografia de intercambio idnico.
El material purificado, con una actividad especificade
170 veces mayor que el sobrenadante de 100.000 x g,
presenta una sola banda proteica por electroforesis en
gel de poliacrilamida sin SDS; cuando se corrid por
electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS se
desdobld en dos bandas proteicas que migran con un pe-
so molecular aparente de 15 y 22 Kd. Pierde parte de
su actividad inhibitoria por accidn de enzimas proteo-
1fticas (tripsina y quimotripsina). Presenta predomi-
nio de aminodcidos &cidos sobre aminodcidos bdsicos
cuantificados por cromatografia liquida de alta pre-
sibn. E1 material purificado presenta una inhibicidn
de tipo no competitiva respecto a los sustratos dador
(CMP-3cido sidlico) y aceptor (ceramida-lactosa).
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ANALISIS ELECTROFORETICO DE UNA FITOHEMOAGLUTININA AIS-
LADA DE "MURTILLA" Ugni mofinae [MIRTACEA CHILENA)
{ELectrophonetic analysis of a phytohaemagglutinin iso-
Lated grom "muntifla” Ugni molinae a Chilean Mirtacea).
Alay, F., Gavildn, J.F., GonzdZez, R., Cabello, J. y
Amonacid, M. Departamento de Biologla MoZecuwlar, Fa-
culiad de Cilencias Biol6gicas y de Recunsos Naturales,
Universidad de Concepcibn. Proyecto DIC N2 20.31.07.

La presencia de compuestos quimicos capaces de aglu-
Linan gl6bulos rojos de ventebrados ha sido informada
por numerosos autornes. Entre Las aplicaciones de es-
Zos compuestos es notornia su wtilidad en La {dentifica-
cibn de ghupos sangulneos humanovs ABO, MN y H, dado que
se unen a determinantes antigénicos presentes en fa Au-
pergicie de Los endthocditos, nazén por La cudl Las §4-
Ztohemoaglutininas de Xpo especlfico pueden ser utili-
zadas como marcadores genbticos.

Comunicaciones previas de nuestro Laboratornio han es
tablecido el procedimiento de extraccidn para aislan u-
na fitohemoaglutinina de U. molinae. También se ha des
cnito Ra capacidad de aglutinan exithocitos humanos, de
natén (A.swis) y de othas especies, encontrdndose que
Las 3 fracclones cromatogrdgicas analizadas (1,11 yIIT)
reacelonan posditivamente §rente a Las muestras de glé-
bulos nofos. Esto parece indicar La existencia de una
panaglutinina.

EL presente thabajo comunica una nueva etapa en La
puwiidicacidn del compuesto mediante electrcfonbsis de
Los extractos crudos colectados durante § meses (Marzo
a Octubre de 1985} y de Las gracciones 1, 11 1, 111 ob-
tenidas de cada uno de Los mismos. La electrofonésdis
e hizo en geles de poliacrilamida al 5%, pH §,3; apld
cando 3m A/tubo, teiidos con Amido Black. Los geles ~
muestrnan La presencia de 1 banda en Las fracciones I,
11T y 111, y de 2 bandas en Los extractos caudos. EsLos
nesultades se discuten y se nelacdionan con Los estable-
cidos para Los meses de mayorn actividad aglutinante de
La §itohemoaglutinina.

TRYPANOSOMA CRUZI: EFECTO DE LA GLUCOSA, EL OXIGENO VY
DROGAS SUBRE SU CRECIMIENTO EN CULTIVO. (Effects of
glucose, oxygen and drugs on the cwlture growth) .

Jonge Aldunate, ludis Muioz, Igor Lipchenca, Ximena Vds-
quez y Yofanda Repetfo. Depanfamenio de Bioquimica. Fa-
cultad de Medicina. Universidad de Chile. Casilla 70086
Santiago - 7 Chile.

EL T. cwzd, protozoo causante de La enfermedad de Cha-
gas es posible de cultivan en su forma epimastigote en

medios Llquidos Eibres de células, En nuestho Laborato-
nio se cultiva en medio Diamond’s, que es pobre en hi-

dnatos de carbono. Fue nuestro interds estudian el efec
Zo de glucosa sobre Los cultivos tanto en condiciones ~
aendbicas y anaendbicas. Ademds se adiciond drogas tni-
panosomicidas como nifurtimox y benznidazol y sustancias
antioxdidantes como el hidroxianisol butilado (BHA) y el
hidroxitolueno butilado (BHT), que son usado en fouma ha
bitual como aditivos de alimentos. -

EL crecimiento de Los cultivos aumentd en un 400% al a-
dicionarle glucosa al 0.25%. Este incremento es depen-
diente de oxfgeno, pues no se manifiesta en condiciones
anaerdbicas.

Las drogas tripanosomicidas inhibieron el crecimiento

de Los cultivos a concentraciones superiones a 10 uM. EL
edecto de BHA y BHT también fue inhibitorio a concentra
ciones superiones a 100 uM, al mantener Los cultivos en
presencia de oxigenc. En cambio, al aghegar estos anti
oxidantes en condiciones anaenbbicas no se manifiesta —
el efecto inhibitonio del crecimiento. Tal hecho, conro
bona nuestrnos nesultados previos que BHA y BHT actdan —
Anhibiendo La cadena nespiratornia del T. cruzd en el seg
mento NADH-citocromo b. - -

Financiado por UNDP/WB/WHO/TDR, por CONTCYT-CHILE y
por £a Universidad de Chile ghant B-1854.
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EFECTO DE EXTRACTOS HIPOTALAMICOS EN RATONES
TIMECTOMIZADOS, (Effect of hypothalamic ex-
tracts on thymectomized mice). Alfaro, L.,
Mena, M, y Esquivel, P, Inst. de Medicina Ex-
perimental, Universidad Austral de Chile.

El efecto de extractos hipotaldmicos solu-
bles sobre la respuesta inmune a tiroglobuli-
na (Tg) ha sido recientemente comunicado. De
bido a que hay evidencias que en este sistema
existirfa un eje de regulacidn en que el Srga
no target seria el timo, se propuso analizar
el rol que estos extractos tienen en un mode-
lo en que el timo ha sido tempranamente remo-
vido. Ratones RK fueron timectomizados a las
6 semanas de edad y a diferentes tiempos post
timectomia recibieron un extracto de hipotdla
mo singeneico. Posteriormente fueron inmuniza
dos con el m8todo standard de inyeccidn de Tg
+ LPS. La respuesta inmune contra Tg se deter-
mind en las semanas siguientes. Los resulta-
dos demuestran que a las 5 semanas post-timec-
tomfia el extracto hipotaldmico induce una bue-
na recuperacidn de la respuesta, reducida por
la timectomfa, Sin embargo, a las 24 semanas
post timectomfa el animal timectomizado recu-
pera espontfneamente su nivel de respuesta nor
mal anti Tg, la cual es dristicamente suprimi-
da al inyectar el extracto hipotal@mico. Situa
cidn similar aunque con diferencias de titulo
mucho méds significativas se observa a las 38
semanas post-timectomia. Los resultados pre-
sentados pueden interpretarse en el sentido de
tener en el extracto hipotaldmico factores es-
timuladores o supresores dependiendo su expre-
sidn de la presencia o ausencia de c&lulas tfi-
micas.

(Parcialmente financiado por Proyectos
FONDECYT 1070/85 y DID-UACH S-84-08).

DISOCIACION DE LAS RESPUESTAS DE PROLIFERACION Y CRE-
CIMIENTC HIPERTROFICO EN GLANDULA PAROTIDA DE RATON.
(Dissociation of proliferation and bypertrofic growth
responses in mouse parotid gland). Alliende, C. y
Dfaz Bbrquez, H. Depto. Biologfa Celular y Gen8tica
Div. Norte y Depto. Cs. Med., Biol, y Bisicas Div. Sur
Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

La administracibn intraperitoneal de una do-
sis farmacolbgica de isoproterenol a ratones provoca
simultdneamente proliferacidn celular y crecimiento
hipertrdfico en parbtidas de ratbén. El andlisis de
los eventos moleculares diferencialmente asociados
a estas dos respuestas precisa de su disociacibn ex-
perimental. Este trabajo tuvo como objeto abordar
esta disociacibdn mediante la evaluacibn de a) umbra-—
les de respuesta, b) desfase en el cese de ambas res-
puestas y c) reinduccibn diferencial en gléndulas hi-
pertrofiadas en regresibén. La respuesta de crecimien
to celular y glandular fue medida por métodos gravi-
métricos y por estereometrfa de células acinares. La
respuesta proliferativa fue medida por incorporacibn
de JH-timidina y valoracibn de los fndices de marca-
cibn y mit8tico. La diferencia de umbrales observa-
da, el cese diferido de ambas respuestas y el efecto
diferencial provocado por la reestimulacibn de glén-
dulas hipertr8ficas en regresibn, indican que proli-
feracibn y crecimiento son fenbmenos disociables en

las gl4ndulas parbtidas estimuladas por isoproterenol.

(Proyectos B-2366/8613 Universidad de Chile y Proyec-—
to FONDECYT).

EXPRESION DE LA SUBUNIDAD 200K DEL NEUROFILAMENTO
DURANTE LA MADURACION NEURONAL (Expression of the
200K neurofilament subunit during neuronal matura -
tion). Allende, M., Cross, D. y Krauss, R. Grupo de
Neurobiologia Molecular, P. Universidad Catdlica de
Chile, Santiago. (Patrocinio: G. Ruiz).

Los neurcfilamentos (NF) son elementos fibrila -
res de la neurcna los cuales son transportados por
flujo axonal y estén constituides por 3 subunidades
(68-160-200K). De éstas, la mayor, presenta un inte
rés especial debido a que su localizacidén es exclu=
sivamente axonal. Por lo tanto, hemos decidido usar
la como marcador de la diferenciacidn neuronal. -

Para estudiar el NF hemos preparado un anticuer
po anti-subunidad 200K el cual fue generado usandc
como inmunbdgeno, la subunidad respectiva purificada
por electroforesis preparativa, a partir de médula
de bovino. El suero obtenido que fue caracterizado
pgg ELTSA y Western blotting presentg un titulo de
2~ para la subunidad de 200K y de 2° para la de
160K. Para cuantificar pequefias cantidades de NF
(20-40ng) a partir de homogenizados de tejido neu -
ral, se desarrolld un "dot-blot immunobinding
assay". Con este método mas el Western blotting, se
ha establecido: (1) la abundancia relativa del NF
en distintas regiones del cerebro de rata y (2) la
biosintesis del NF axonal, en oocitos de Xenopus in-
yectados con mRNA cerebral obtenido de ratas adul -
tas.

En trabajos futuros se analizard la aparicidn
del NF y de su mRNA durante el desarrollo postnatal
de rata en condiciones normales y en animales gue
presentan alteraciones de maduracidn neuronal.

Financiado por proyectos Stiftung Vokswagenwerk y
DIUC (87/85) a los Drs. J. Alvarez y N.C. Inestrosa

PERDIDA DE POTASIO ASOCIADA A CAMBIO DE FORMA

CELULAR EN ERITROCITOS HUMANOS.(Potassium loss
associated to cell shape change in human ery-

throcytes). Alvarado,V., Shnchez,V, y Behn,C,

Depto,Fisiologla Normal y Patolbgica,Fac.Med.,
Universidad de Valparaiso y Depto., Fisiologia

y Biofisica,Fac.Med,,Universidad de Chile,

Eritrocitos periperfundidos con solucidn salina
(pH7,4 pCa8,6) responden al antibibtico cloro-
tetraciclina (CTC) adoptando una forma estoma-
tocitica (videomicroscopia) y perdiendo K (fo-
tometria de 1llama). Se examina la relacibn en-
tre ambos efectos influenciblndolos separada-
mente,

La salida de K por efecto de CTC (0,1 , 0,5 ¥
1,0 mM) en pCa 3,2 y pCa 8,6 fue 0,02 y 0,02
pmol/min , 0,03 y 0,12 pmol/min y 0,04 y 0,16
pmol/min respectivamente (n=6 en cada condi-
cibn), En pCa 3,2 la falta de salida de K en
respuesta a CTC coincide con un efecto equino-
citogénico del antibibtico en estas condicio~
nes, E1 tratamiento previo de los eritrocitos
con glutaraldehido (0,02% v/v,120 min) previe-
ne la estomatocitosis y la pérdida de K inducidas
por ¢TC (0,5 mM) en pCa 8,6, Ambos efectos de
CTC tambien ocurren en respuesta al anilogo de-
metilelorotetraciclina({0,5 mM). Tetraciclina,
en cambio,no tiene efecto alguno,

423187 (0,01 mM) provoca una salida de K que es
mayor en pCa 3,2 que en pCa 8,6, Quinina ?0,01
mM) no impide la salida de X ni la estomatoci-
togis inducida por CTC (0,5 mM). A 17, 27 ¥
37°C la salida de K inducida por CTC ZO,B mM)
en pCa 8,6 fue 0,03 , 0,08 y 0,12 Fmol/min res-
pectivamente.

La salida de K inducida por CTC no corresponde
a un efecto Ghrdos. Su blogueo mediante dife-
rentes procedimientos que impiden la estomato-
citosis implica un rol causal de ésta,DICT, DIB,
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CALIBRES Y MICROTUBULOS DE AXONES PERIFERICOS
EN LA RATA DESNUTRIDA DURANTE EL DESARROLLO.
(Calibers and microtubules of peripheral axons
of the developing rat). Alvarez, J. y Cordero
M.E. Lab. Neurocitologia, P. Universidad Caté-
lica y Dep. Ciencias Basicas, Facultad de Medi-
cina, Universidad de Chile, Santiago, Chile.

El empacamiento de 1o0s microtiibulos (MTs)
axonales se correlaciona inversamente con el
calibre de la fibra nerviosa. FEsta correlacibdn
no se afecta por el desarrollo, regeneracibdn,
diabetes, etc. Estudiamos el efecto de la des-
nutricidn durante el desarrollo sobre el cali-
bre y los MTs en la fibra periférica. Las ra-
tas tuvieron una restriccidn alimentaria que se
prolongd hasta el sacrificio, a los dos meses.
El peso (106 g) era menos del 50% del control.
Los axones mielinicos del nervio sural tenian
un espectro de calibres semejante al de los
controles. La densidad de MTs fue de 23.6
MT/um2 en axones de 3 um, la que no diferia es-
tadisticamente del valor control (26.9). En
axones amielinicos, el area (0.34 am2) fue me—
nor (p <0.01) que en las ratas controles (0.47
pm2). Habia un desplazamiento simple, hacia la
izquierda,del espectro de calibres de la rata
desnutrida. Sin embargo, la correlacidn cali-
bre vs densidad de MTs era comparable a la del
axén normal.

Conclufmos que la desnutricidn durante el
desarrollo afecta los calibres de axones amie—
linicos pero no afecta aparentemente la organi-
zacidén interna del axoplasma. LoS axones mie—
linicos no estarian afectados.

ACTIVACION DE RROGAS HIFOLIPIDEMICAS A ACIL-COENZIMO 4
TIBESTERES {Activation of huroliridemsic druds to
acgl-coenzise A thicesters) Amidosk .sBronfeans ¥,
Derartamento de BRiolodta CelularsFacultad de Ciencias
Riolédicas»P.Universidad Catélica de Chile.

La mavoria de las drodas hiroliridémicas aue
inducen rroliferacién reroxisosal son scidos
carboxilicos o contienen drupos aues en la célula son
transforeados a 4&cidos carboxilicos. Con el fin de
estudiar 1a rosibilidad aue estas drodas sean sctivadas
2 derivados acil-CoAs microsomas de hidado de rata se
incubaron con CirrofibratosNafenorin 6 Scido Clofibrico
en la presencia de ATP u CoASHs u los productos de la
reaccidn se serararon por HPLL, Para las tres drodas
earleadass v solo con la mezcla de reaccidn comrletas
se formaron comruestas con las caracterfsticas de wun
tioéster de CoASH. El orden de reactividad de las
drodas usadas fue H CirrofibratoiNafenoriniiscido
Clofibrico=7581211, ta actividad de 1a acil-Coé
sintetass microsomal con resrecto a Cirrofibratec fue
3lta (0.1-0.2 unidades/dr hidadol, El espectro UV del
derivado formado ¥ de sus productos de hidrolisis
alcalinas indican aue el comruestoc es un derivado
acil-CoA tioéster de la droda.

En base 3 estos datasy se rprorone 13 siduiente
hirbtesis sobre el modo de accién de estas drodas! los
derivados acil-CoA de cospuestos Hhiroliridémicos son
sus especies farmacologicasente activas us comso
anslodos de los sustratos natursles rpueden interferir
con las diversas reacciones auer en la célula usan
acil-CoAssy sa sea como sustrato o coma acdulador.

(Financiado ror provecto RIUC B82/84)
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GRUPOS SULFHIDRILOS EN LA DESCARBOXILASA DIFOS
FOMEVALONICA DE HIGADO DE POLLO. (Sulfhydryl
groups in mevalonate diphosphate decarboxylase
of avian liver). Alvear, M., Jabalquinto, A.M.
y Cardemil, E. Departamento de Quimica, Facul-
tad de Ciencia, Universidad de Santiago de Chi
le.

Se sabe que la descarboxilasa difosfomeva
16nica de higado de pollo no requiere de reduc
tores de grupos sulfhidrilos para su actividad
o estabilidad. Sin embargo, experimentos reali
zados con reactivos especificos para grupos
sulfhidrilos (reactivos de Ellman (DTINB) y me-
tilmetanotiosulfonato (MMTS) indican que la en
zima es inactivada por bajas concentraciones
de estos reactivos, lo que hace interesanté su
estudio.

MMTS inactiva a la enzima siguiendo una
cinética de pseudo-primer orden en el rango de
concentraciones ensayadas, indicando una reac-
cidén irreversible entre la enzima y 2 moléculas
de modificador. Tanto ATP como MVAPP protegen
de la inactivacién y en ambos casos se observa
que la proteccidén ejercida por la presencia com
binada de sustrato y Mg es menor. La enzima
parcialmente modificada no presenta variacifn
en las Km aparentes para los dos sustratos. Se
determiné la constante de disociacién para el
complejo enzima-ATP (1,81 x 10~ M) y el pKa de
los grupos reactivos (7,3).

Experimentos preliminares con reactivos es
pecificos para ditioles vecinales indican que
la enzima es inactivada por éstos.

Estos resultados sugieren la presencia de
al menos 2 grupos sulfhidrilos en o cerca del
sitio de unidén de los sustratos a la enzima,
los que podrian corresponder a un ditiol veci-
nal.

Financiado por USACH y Fondo Nacional de (iencia.

ALBUMINA SERICA DE CARPA1PURIFICACION POR CROMATOGRAFIA
DE AFINIDAD ¥ CARACTERIZACION. (Carp serum albumin:
Affinity chromategraphy purification and characteriza-
ion). R,Amthauer,instituto de Bioquimica, Facultad de
Ciencias, Universidad Austral de Chile. Valdivia,
Chile. (Fatracinioc de M.Krauskopf.).

En el pez Cyprinus carpio se ha encontrado que la
albumina sérica decrece significativamente en invierna,
Estudios en hepatocitos aislados de carpa demuestran
que tanto la cantidad como el tipo de proteinas que se
sintetizan varian estacionalmente. Estos antecedentes
nos han llevadoe a seleccionar a albGmina comp un
posible aarcador de expresibdn génica durante
aclimatacién. Para contar con herramientas gue nos
peramitan estudiar su gen y expresion hemos aislado vy
caracterizado esta praoteina.

Para purificar la albimina a partir de plasaa de
carpa hemos optimizado una técnica cromatografica de
afinidad en Cibacror blue-sepharose, con una elucibn
por atinidad wutilizando Aacido B8-anilino-it-nattaleno
sulfénico. Mediante esta metodica, se logra purificar
en una sola etapa la proteina con un alto rendimiento y

grado de pureza. El peso eplecular determinado por
electroforesis en condiciones nativas resulté de
156.000, En geles de poliacrilamida-5DS muestra dos

cadenas polipeptidicas de pesas wmaoleculares 24.300 vy
11.000 respectivamente. En ambas cadenas, purificadas
por electroforesis en geles de poliacrilamida SDS
y posterior electroelucibn, sus grupos N terminales se
encuentran bloqueados. La composicién aminoacidica
determinada después de hidrdlisis en HClI & N, revela
que tanto la proteina nativa como sus cadenas son ricas
en dcido glutdmico, lisina y leucina. Cisteina ng pudo
ser detectada adn cuando la proteina fue oxidada con
é4cidao perfdérmico previo a la hidrolisis.

La proteina aisiada, se diferencia de todas 1las

albuminas descritas en el nimero de cadenas
polipeptidicas, elevado peso anlecular y ausencia de
cisteina. Proyectos RS-83-52 DIUACH, 1042/85 FONDECYT

y DEA.)
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ATSLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE SITIOS DE UNION DE
?-zalira bﬁﬂg:g?ﬂhs DE ERITROCITCS DE RATA.

I tion characterization of L~T., binding sites
on membranes fram rat erythrocytes). ﬁgl, R., Botta,
J., Morero, R.D., y Farias, R.N.

Departamento Bioqufmica Nutricional. INSIBIO (CONICET-
UNT). Instituto de Quimica Biol&gica. Facultad de Bio-
quimica, Qufmica y Farmacia.U.N.T. Chacabuco 461 ~4000
San Miguel de Tucumfn.

Camnicaciones previas de nuestro laboratorio de-
mostraron la presencia de sitios de unién para L-T_ en
membranas de eritrocitos de ratas, que se
camo protefnas integrales de membrana. En el presente
trabajo tales sitios de unién fueron solubilizados por
detergentes, purificados por cramatograffa de afinidad
Y su peso mplecular determinado por electrofcresis en
gteul:: de poliacrilamida y columas de filtracifn mole-
Sitios de uni6n para L~T. de membranas de eritro-
citosderatasobterudasporalnémdodemdger lava~
das con EDTA 2 mM pH 11, fueron solubilizados con lau-
ril sarcosina o CHAPS con una concentracién final de 8
Yy 5 mM respectivamente. las preparacicnes fueron cen—
trifugadas 80.000 xg durante 1 h a 4°C y los sobrena-
dantes se pasaron por una columa de afinidad de CH-Se
pharosa 4B - T.. Los sitios de unién se eluyeron con
1~T, 10=6 M, fracciones activas se dializaron con-
tra fer fosfato 10 mM pH 7.6 a 4°C y luego se liofi
lizaron. Aproximadamente 1 mg de protefna fue obtenida
de 1 g de protefna de membrana de gl@bulos rojos.

El material activo purificado eluy$ por una colum
na de Sephadex G-200 como una protefna globular con pe
so molecular aparente de 60.000. Anflisis de electrofo
resis en placas de geles de poliacrilamida en SDS re-
velaron la presencia de dos bandas mayoritarias de pro
tefnas de peso moleculares 55.000 y 66.000. -

DISTRIBUCION ESPACIAL Y ESTRUCTURA DE LOS SISTEMAS DE
GALERIAS DE CTENOMYS MAULINUS BRUNNEUS (RODENTIA, CTE-
NOMYDAE) . (Spatial distribution and burrow system
structure of Ctenomys maulinus brunneus (Rodentia,Cte-
nomyidae) . Ann%e,_ig Ay Gallardo,M.H. Instituto de
Ecologia y Evelucién, Universidad Austral de Chile,
Valdivia.

Los roedores subterrineos mantienen sistemas de ga-
lerias discretas que facilitan el estudio de sus 4mbi-
tos de hogar y distribucién

El presente estudio se realizé en Lonquimay, entre
Enero y Marzo de 1986, confeccionindose para ello un
retfculo de 50x70 mé. La distribucién de los animales
se analizd por el método de distancia al vecino mis
préximo. La arquitectura y configuracién de las cuevas
se examino por excavacibén a mano de los sistemas de ga
lerfas de cuatro machos y dos hembras.

Se encm§r6 que en los 23 animales capturados
(d=0.0062/m¢) la relacibn de sexos es 1:1 y que la ma-
yoria de la muestra esté compuesta por animales adul -
tos. El tamafio de la camada es de 2.85. Las galerfas
son de trayectoria longitudinal, con muchas ramifica -
ciones laterales. Se capturaron machos y hembras en
una misma boca. Las excavaciones evidenciaron mayor nd
mero de animales que de nidos.

Los anilisis de distribucién muestran desviacién
del azar (P<0.05), con tendencia al espaciamiento.
Los animales son agresivos y solitarios, sin embargo,
en 1a época reproductiva practicarfan monogamia seria-

da que se infiere por el hallazgo de nidos compartidos.

Las colonias no son densas, probablemente debido a que
la vegetacién es el factor limitante.

(Financiado por Proyecto S-85-17, D.I.D., U.A.Ch.)

laevis.

COMUNICACIONES LIBRES

VACIAMIENTO GASTRICO EN PERROS, RELACION CON LA PRESION
INTRAGASTRICA. (Gastric emptying in dogs relationship

to intragastric pressure). Angelo S., Solari J., Defili
ppi C. Departamento de Fisiologia y Bioffsica, Facultad
de Medicina, Universidad de Chile.

El vaciamiento gdstrico (VG) es un fenfmeno complejo
que involucra distintos mecanismos tanto para liquidos
como para sélidos. La velocidad de (VG) de los liquidos
es modificada por la osmolaridad y la acidez de las solu
ciones. Los mecanismos que intervienen en este fendmeno
no estdn bien establecidos; se postula que serian de im
portancia: la presidn intragdstrica (PIG) proximal y la
resistencia anivel antropildrico y duodenal.

En 6 perros con c@nula ga@strica y duodenal se estudid
el (VG) de 350 ml, de HCl 80 mM, glucosa 850 mM comparan
do con NaCl 154 mM. El (VG) se estima midiendo el volu-
men remanente en el estdmago a los 10 minutos. Simultd-
neamente se registrd la (PIG) proximal mediante un baldn
de polietileno y la presidn intraduodenal mediante un
sistema de cat@teres perfundidos.

El volumen remanente de NaCl 154 mM fue significativa
mente menor que el de las otras soluciones. Con NaCl
154 mM se observa una relacifn lineal inversa entre 1la
PIG proximal y el volumen remanente, fendmeno que no se
observa con las otras soluciones.

Se concluye que el (VG) de NaCl isotdnico estd regula
do por la (PIG) proximal y que soluciones &cidas e hipe?
osmSticas reducen la velocidad de (VG) por un mecanismo
independiente de la (PIG) proximal.

Financiado por Proyecto M 1353-865 F, D.1.B. Univer-
sidad de Chile.

EFECTO DE FOSFOLIPIDOS Y POLILISINA SOBRE LA ACTIVIDAD
DE LA ADENILATO CICLASA DE MEMBRANAS DE 00CITOS DE X.
(Effect of phospholipids and polylysine on the
activity of membrane-bound adenylate cyclase of amphi-
bian ococytes.) Antonelli, M. y Allende, J.E. Depto.
de Bioquimica, Facultad de Medicina, Univ. de Chile.

La induccidn de la maduracidn meidtica de oocitos de
anfibio por progesterona involucra l1a inhibicidn de la
adenilato ciclasa (AC) de la membrana de estas células
por la progesterona. Esta inhibicion, ademds de ser
novedosa por representar el primer ejemplo de una ac-
cidn de una hormona esteroidal sobre el sistema del
cAMP, es también de interds pues no estd mediada por la
subunidad regulatoria N; dque participa en todas las
otras inhibiciones hormonales de adenilato ciclasa.
Hemos probado el efecto de asolectina, una combinacidn
de fosfolfpidos de frijol de soya, sobre la actividad
de la adenilato ciclasa. La asolectina (0,5 mg/ml)
produce una leve pero reproducible estimulacion de 1la
actividad de la AC medida en presencia de Gpp(NH)p.
Sin embargo, el efecto mds importante de este fosfoli-
pido es una reduccign muy significativa de la inhibi-
cion de la AC por progesterona. Esta reduccion no se
debe a un secuestro de la progesterona por el fosfoli-
pido, pues una concentracion similar de asolectina no
impide que progesterona gatille la maduracidn de los
oocitos. Se postula que la asolectina facilita la ac-
tivacidn de la subunidad catalitica por Ng. Polilisina
afecta a varias enzimas presentes en la membrana de 0o-
citos: proteinas quinasas, fosfatidilinositol quinasas
y fosfodiesterasas de nucledtidos ciclicos. También
afecta a la adenilato ciclasa. Concentraciones de 10
uM - 50 uM de polilisina activan a la adenilato ciclasa
medida en presencia de 10 mM F~, pero concentraciones
mayores son inhibitorias. Al usar Gpp{NH)p se obtiene
un efecto similar. La polilisina no afecta la inhibi-
cion de AC causada por progesterona.

{Este trabajo recibid apoyo del DIB de la Universidad
de Chile y de la OEA.}
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DETECCION DE CANCERIGENOS QUIMICOS MEDIANTE
CULTIVO DE CELULAS DE LIQUIDO AMNIOTICO.
(Detection of chemical carcinogens in human
amniotie fluid cells). Aranda, M., Aguirre, S.
y Salas, C. Departamento de Ciencias Basicas,
Escuela Tecnologica y Departamento de Quimica y
Bioquimica, Facultad de Ciencia, Universidad de
Santiago de Chile.

Diversas estratedias se han desarrollado para
identificar sustancias potencialmente cancerige
nas. Los metodos mas comunes van de la
deteccion de revertantes en procariotes,
induccion de bacteriofagos, transformacion de
celulas eucariontes in vitro a inoculacion en
animales. La mayoria de estos analisis se
realizan en celulas no humanas, limitando la
validez de los resultados.

Hemos iniciado un estudio con celulas fetales
humanas como alternativa para la deteccion de
sustancias con poder transformante. Celulas de
liquido amniotico humanc de cariotipo normal,
fueron morfologicamente transformadas con
compuestos quimicos cancerigenos de referencia
(acetamidofluoreno, benzo-a-pireno, 2-hidroxi
benzo-a-pireno) la estimacion de la transforma
cion se evaluo en agar semisolido. El1 efecto
citotoxico, LC50 del cancerigeno,se determino
mediante la eficiencia de formacion de colonias
en medio Ham mas suero fetal al 20 %¥. En este
estudio se comparo la tasa de crecimiento y
formacion de colonias en un medio con 5 y 20 %
de suero, la densidad de saturacion, el
cariotipo y la actividad gamma-glutamiltranspep
tidasa en celulas tratadas con cancerigenos
qQuimicos y celulas controles.

Financiado por DICYT, proyecto 10-85-74AL

CAMBIOS CONFORMACIONALES EN PREALBUMINA INDU-
CIDOS POR TIROXINA. (Thyroxine-induced confor
mational changes in prealbumin). Araya, R.,
Paladini, A.* y Gonzdlez, G. InstItu%o de Qui
mica, Universidad Catdllica de valparaiso, ChT
le e INGEBI, Buenos Aires, Argentina.®*

La hormona tiroxina es transportada en la
sangre por la proteina plasmitica prealbimina
de peso molecular 55.000 y compuesta por cua-
tro subunidades iguales. La protefina tiene
dos sitios de unidn de tiroxina con constan-
tes de asociacién de 1,05 x 108 M~1 y 9 55 x
10 5 mM-1, Aunque los dos sitios son estructu
ralmente idénticos la diferencia en las cons-
tantes de unién parece implicar una cooperati
vidad negativa entre ellos, que resultaria en
un cambio conformacional en la proteina al
unirse la tiroxina al sitio de mayor afinidad,
transformando al otro sitio en menos accesi-
ble. Experimentos efectuados con prealbumina
marcada con el fluoréforo N-iodoacetil-N-(5-
sulfo-1-naftil) etilendiamina (AEDANS) mostra
ron que la unidén del primer mol de tiroxina —
produce un cambio conformacional detectado
por una disminucidén del rendimiento cuantico
Y por un corrimiento hacia el rojo en la emi
sidén del fluordforo. Este cambio también se
detectd por un apagamiento en la emisién del
fluordéforo en presencia de acrilamida. Los
experimentos de polarizacién de fluorescen-
cia en funcidn de la viscosidad del medio
mostraron que la unidén de la tiroxina produ-
ce una disminucién en el volumen de la pro-
teina. Los resultados de esta investigacién
sugieren un cambio conformacional en la preal
bimina al unirse a ella el ligando tiroxina.™
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CARACTERISTICAS FARMAOOLOGICAS DE RECEPTORES PARA AMINO-
ACIDOS EXCITATORIOS EN SUBSTANCIA NIGRA DE CEREBRO DE
RATA. (Pharmacological characteristics of receptors for
excitatory aminoacids in the rat brain substantia ni-
gra) . Araneda, R.A. y Bustos, G. Laboratorio de Farma-

cologia Bioquimica, P. Universidad Catélica de Chile.

Estudios realizados en nuestro laboratorio han indi-
cado la existencia de teminales nerviosos que captan y
liberan aminodcidos excitatorios a nivel de la substan-
cia nigra (). En base a esto, hemos decidido estu-
diar la existencia de receptores para estos aminodcidos
y su posible interaccién con neurcnas dopaminérgicas ni
grales.

Cortes de SN se incubaron con 3H-Dopami.na (DA) y se
superfundieron con solucién Krebs-Ringer-Fosfato. S6lo
en condiciones de superfusifn en las que se amitif el
i6n Mg*2 del medio, agonistas como el L-Glutimico y N-
metil-D-aspirtico (NMDA) a una concentracién de 100 uM,
estimularon marcadamente la liberacién de DA. El efecto
producido por NMDA fue dependiente de Cat2 y antagoniza-
do por 2-amino-5-fosfonovalérico (APV) y por tetrodo-
toxina. Esto dltimo sugiere la participacitn de una
intemeurona, al respecto, g11c1na estimulé la libera-
cifn de DA, tanto en ausencia camo en presencia de Myt2
vy este efecto fue antagonizado por estricnina y APV.

Estos resultados sugieren la existencia de recepto-
res del tipo NMDA a nivel de la SN. La activacién de
estos receptores resulta en un aumento en la liberacién
de DA desde las dendritas de las neuronas dopamin&rgicas
nigrales. Parte de este efecto serfia mediado por una
intermneurona de tipo glicinérgico.

Financiado por Grant 1182/85 Fondecyt

ESTUDIO CONFORMACIONAL DE PROTEINAS NO CRISTALIZABLES.
EL CASO DE CLUPEINA YII. (Conformational study of non-
crystallizable proteins. The case of Clupein YII).
Arellano A., Beratto V., Canales M., Llarena A. Lab. de
Proteinas, Facultad de Ciencias, U. de Concepcidn.
Brunet J.E., Jullian C., Instituto de Quimica, U. Catd
Tica de Valparaiso.

La estructura de las protaminas -proteinas bdsicas
de bajo peso molecular que se encuentran asociadas con
el DNA en el niicleo del espermatozoide- no estd diluci
dada debido a que no han podido ser cristalizada hasta
ahora.

Basados en trabajos de prediccidn de estructura se-
cundaria, hemos descrito que la molécula de Clupeina YII
posee 4 B-turns intercaladas en zonas al azar. Estas
estructuras deben conferir a la molécula una conforma--
cion globular. Estudios de depolarizacién de fluores--
cencia con Clupefna YII marcada con FITC, han demostra-
do que la molécula efectiyamente posee estructura esfé-
rica, con didmetro de 23 X

Experimentos de condensacion de Clupeina YII via car
bodiimida han demostrado, ademds, que el extremo N-ter-
minal y el extremo C-terminal estdn muy prdximos.

Basados en estas evidencias tedricas y experimenta-
les, hemos construido un modelo de Kendrew, en el cual
hemos medido coordenadas atémicas e iniciado con ellas
un estudio computacional de minimizacién de energfa ba-
sado en la contribucidn electrostdtica, de van der Waals
y de enlaces hidrégeno; de modo de poder evaluar la con
figuracién de la cadena polipeptidica en torno a las
B-turns predichas.

Proyecto (20.13.41) Direccidn de Investigacidn, U.
de Concepcidn y Proyecto FONDECYT 5041/85.
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CLONADO MOLECULAR Y SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DEL GEN DE
STREPTAVIDINA, (Molecular cloning and nucleotide se-
quence of the streptavidin gene) Argaraga, C.E., Kunte,
I.D., Birken, S., Axel, R. y Cantor, C,R,

Department of Genetics and Development, College of Phy-
sicians and Surgeons, Columbia University. New York,
Estados Unidos.

Streptavidina (STV) es una proteina secretada por
"Streptomyces avidinii' (SA) cuya principal propiedad
es la de unir biotina con alta afinidad (Kd ¥ 10-15 M.

Se determind la secuencia de 40 a.a. de la regidn N-
terminal de STV utilizando un secuenciador automdtico.
Con la finalidad de obtener un '"probe" especifico para
clonar el gen de STV se sintetizd una mezcla de oligo-
nucledtidos (STV14) que representd todas las combina-
ciones posibles de codones que codifican una pequefia
porcidn de la secuencia de a.a. de la proteina.

Se construyd un banco de clones a nartir de DNA de
SA utilizando como 'vector' bacteridfago Charon 30.

La mezcla de oligonucledtidos fue marcada con 32p y
utilizada para localizar, mediante hibridizacidn, el
gen de STV en el banco de clones.

Se aisld DNA de clones supuestamente positivos y la
presencia del gen de STV fue confirmada mediante "Sou-
thern blot" utilizando como "probes" STV14 y una se-
gunda mezcla de oligonucledtidos derivada de otra re-
2idn de la secuencia de a.a. Ambos '"probes" detectaron
un fragmento de ¥ 2Kb. Dicho fragmento fue subclonado
en el bacteriSfago M13 y se determind la secuencia de
nucledtidos mediante el método de Sanger. E1l andlisis
de la secuencia indicd la presencia del gen que codi-
fica para STV como as{ tambi&n una regidn que codifica
para el "péptido sefial" de la proteina.

Se presentard, ademds, un estudio sobre la homologia
de las estructuras primarias y secundarias entre STV y
una proteina de eucariotas denominada avidina con pro-
piedades fisico-quimicas similares a STV.

SITIOS DE RECONOCIMIENTO EN FOSFOLIPASAS A, DE VENENOS
DE SERPIENTES CON ACTIVIDADES NEUROTOXICA % MIOTOXICA.
(Recognition sites in snake venom phospholipases A

with neurotoxic and myotoxic activities).

cias Biol6gicas y de Recursos Naturales,
Concepcién.

La gran similitud en estructura primaria entre las
fosfolipasas A, (PA,) de mamfferos y aquellas obtenidas
de venenos de Serpientes no permiten explicar las enor-
mes diferencias funcionales. Ademds, se ha establecido

que la presencia de residuos bdsicos en estas dltimas es

t& relacionada con su mayor o menor toxicidad.

A fin de establecer la ubicacidén del o los sitios de

reconocimiento responsables de la accidn téxica y de a-

clarar la relaci6n entre actividades téxicas y fosfolipd
sica, se realiz6 la prediccifén de las estructuras secun-

darias de PA, bdsicas, &cidas y neutras de venenos de
serpientes y“de la PA, bisica de péncreas de bovino, la
cual se usa como un eStandar de comparacién.

cidad.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se propone

que la zona de los residuos de aminodcidos 53-61 consti-
tuirfa un "sitio neurotéxico" en las PA, b&sicas de vene

nos de serplentes, Dicha regifn por su”proximidad a
His-48 podrfa estar ligada a la actividad enzimitica.
De igual manera se propone que en la accién miotéxica
de la toxinas mionecrSticas de venenos de serpientes
participarfa un “sitio miotdxico" ubicado en la regidén
de los residuos de aminodcidos 76-86.

Proyecto N2 20.31.12 de la Direccién de Investigacién
Universidad de Concepcién.

Arriagada, E.
Departamento de Bilologfa Molecular, Facultad de Cien-
Universidad de

La predic-
cién se hizo por el método de los perfiles de hidrofobi-
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CARACTERIZACION ULTRAESTRUCTURAL DEL TUMOR
VEMEREQ TRANSMISIBLE (TVT) CANINC.(Ultra-
structural characterization of canine TVT),

Arias,Jd,L.,Vivanco,E.,Grudsky,R.,Rivas.V.

Lab.Biologia Celular,Depto.Ciencias Biold-
gicas Animales,Fac.Ciencias Veterinarias y
Pecuarias,Universidad de Chile,

Una caracteristica peculiar de las células
neoplésicas del tumor venéreo transmisible
(TVT) canino es su relativa facilidad de cre-
cer cuando son transplantadas desde un tumor
esponténeo o experimental a un huesped gene-
ticamente hom6logo. Como un paso pevio al
transplante se realizd una caracterizacién
ultraestructural de las células provenientes
de un TVT esponténeo y de células de TVT cul-
tivadas in vitro.

La particular forma del nicleo,la distribu-
cién de la cromatina,la apariencia de los 6r-
ganelos citpplasméticos,la presencia de com-
plejos laminares,la forma celular,y los mo-

dos de asociaci6n intercelulares,entre otras

caracteristicas,son discuti:las comparativa-

mente a la luz de los antecedentes actuales

acerca de la naturaleza,propiedades y conduc-
ta bioldgica de este tipo de tumores.

Financiado por Proyecto A-2423, D.I.B.,
Universidad de Chile

CONDUCTA LOCOMOTORA DE LARVAS YELLOW EN Drosophila.
(Locomotor behavior of yellow larvae in Drosophila)
Arriagada, J.R., Sunkel, C. y Godoy-Herrera, R. Gru-
po de Neurobiologia Molecular, Univ.Catbdlica de Chi=~
le y Dep. Biol.Cel. y Genética,Univ. de Chile,

En este trabajo se estudid la conducta locomoto
ra en larvas de Drosophila Oregdn R-C y en mutantes
yellow ("y"). Estos resultados se correlacionan con
estudios de la cuticula y del sistema nervioso de la
mosca.

Para estudiar la conducta_.locomotora se utiliza
ron cajas de acrilico de 16cm” llenas con agar.Laf
vas "y" y Oregdn R-C de diferentes estados de desa=
rrollo fueron estudiadas. La estructura de la cuti-
cula se analizd por microscopia dptica y de Scanning
y las proyecciones sensoriales se estudiaron usando
HRP como trazador intraaxonal. La actividad de Ace -~
tilcolinesterasa (AChE) junto a la separacidn elec -
troforética de iscenzimas sirvid para evaluar el sis
tema colinérgico. Los resultados muestran claros cam
bios en la conducta locomotora de las larvas "y".
Al estudiar las estructuras cuticulares se observan
cambios en las bandas de espiculas ventrales de los
segmentos abdominales de la larva. No se observan
diferencias en las proyecciones sensoriales y final
mente se establecid un aumento de la actividad de
la AChE como también la aparicibén de una nueva iso -
enzima en las larvas 'y".

Se discutirén los posibles mecanismos que expli
quen el cambio en la conducta locomotora de las lar
vas "y" a la luz de los cambios observados en la cu
ticula y en el sistema nervioso. -

Se agradece la colaboracidén del Dr. Jorge GARRIDO.

Financiado por proyecto de la Fundacidn Gildemeis -
ter al Dr. N.C. Inestrosa.
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SINTESIS DE BETA-LACTAMASAS POR BACILLUS CEREUS
INMOVILIZADO EN AGAR. (Synthesis of beta-lacta
mases by Bacillus cereus immobilized in agar).
Arrieta A , Jilberto C (*¥) y Sepulveda M (+).
(%) Laboratorio de Microbiologia. Departamento
de Quimica y Biologia.Facultad de Ciencia.USACH
(+) Lab.Control Int.Instituto de Salud Publica.
(Patrocinio : G. Zuniga)

Se estudia la actividad catalitica de las beta-
lactamasas sintetizadas por Bacillus cereus
NRRL 569 inmovilizado en geles esfericos de
agar usando como sustrato penicilina G sodica.
Para esto, se determinaron los parametros
optimos de cultivo usando medios con diferentes
disponibilidades aminoacidicas, ademas de acido
fenilacetico, posible inductor de la sintesis
de penicilinasas. Luego, se hicieron ensayos de
inmovilizacion de esta bacteria, usandose una
suspension del bacilo en agar al 1,5 %
delificeda por gotec en un liquido no miscible
refrigerado. Los resultados obtenidos indican
que 1la calidad y cantidad de aminoacidos
presentes en el medio inciden en la sintesis de
biomasa pero no en la produccion de las enzimas
estudiadas. La concentracion de agar utilizada
permitio la difusion de las penicilinasas al
medio hasta una concentracion maxima y
constante de 40.000 U.I./ml al cabo de 96 hrs.
Al renovar repetidamente el medio, los
microorganismos produjeron la misma
concentracion de enzima en un lapso de 24 hrs
demostrandose una inhibicion por los niveles de

sintesis alcanzados. El sistema de
inmovilizacion permite la reutilizacion de 1los
microorganismos sin disminucion de su

actividad. Se discute aplicabilidad.

Financiado por DICYT , proyecto 16-08-83-32AE vy
por el Instituto de Salud Publica.

INFLUENCIA DEL SEXO EN LA REGULACION DE IgE.
(Influence of the sex in the IgE regulation).
Astorguiza, M.I,, Cisternas, C., Leal, X, y
Maldonado, E. Instituto de Medicina Experimen
tal, Facultad de Medicina, Universidad Austral
de Chile.

En trabajos previos hemos podido demostrar
que es posible modular la respuesta IgE median
te la administracidn de fitohemaglutinina (PHA)
uno o dos dias antes del antfgenc. El presente
trabajo analiza la influencia del sexo del ani
mal en dicha modulacién. -

Se utilizaron ratones RF adultos (2-3 meses)
de ambos sexos, normales y castrados., Se in=-
yectaron 80 ul de PHA via i.p., uno o dos dfas
antes de inmunizar con 100 ug OA en 20 mg
Al1(OH), gel via s.c. Los animales se sangraron
cada 7°dfas y se determind el titulo de IgE
por PCA en rata y por enzimoinmunoensayo, y el
titulo de IgM y/o IgG por hemaglutinacidn pasi
va.

Los resultados indican que existe una modu-
lacidén opuesta de la respuesta IgE de acuerdo
al sexo del animal, La administracidn de PHA
el dia -1 induce supresidn en la hembra y esti
mulacidén en el macho, en cambio PHA el dia -2
lleva a un efecto opuesto. Cuando los anima-
les son castrados se pierde este efecto modu-
lador isotipo especifico.

Se discute la participacidn de factores so-
lubles IgE especificos que intervendrfan eneel
proceso,
(Proyecto Inv.

RS-83-7, Univ, Austral de Chile)
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SOBRE EL EFECTO "IN VITRO" DE PROGESTERONA EN UTERC
(Upon the "in vitro" effect of Progesterona in mouse
uterus).H.Asencio, L.Padilla,M.A.Cruz, M.I.Rudoliph.
Depto.Ciencias Fisioldgicas, Fac.Ciencias Bioldgicas y
de Recursos Naturales.Universidad de Concepcién.

Si se estudia el efecto “in vitro" de concentraciones
micromolares de Progesterona(P) sobre cuernos uterinos,
se observa que esta hormona puede aumentar o inhibir las
contracciones uterinas de acuerdo al perfodo del ciclo
estral y/o prefiez del animal.Numerosos investigadores
han analizado este fenémeno suponiendo una accidn direc
ta de P sobre la fibra muscular lisa del Gtero, sin en-
contrar una explicacion razonable para este fendmeno.
En el presente trabajo se analizan estos resultados co-
rrelacionando la influencia gue ejerce P tanto sobre la
actividad contrdctil, como sobre la liberacidn de 3H-No
radrenalina (3H-NA).

Actividad contrdctil: E1 mayor efecto inhibitorio de P
{5 WM)se ejerce en dteros de ratonas tratadas previamen-
te con estradiol (0.5 mg/Kg, 48 hrs.)y fue de 48.95+
5.78% (%+ e.s.,n=7). Este efecto es parcialmente antago-
nizado por propranolol 1 uM (37.08+7.81%; X+e.s.;n=6) y
es revertido en Gtero de ratonas tratadas previamente
con reserpina (5 mg/Kg i.p.24 hrs) observdndose un au -
mento de 147,45+19.85%(X+e.s.,n=6).

Liberacién de 3H-NA: E1 mayor aumento de la liberacidn
basal de 3H-NA por efecto de P(10 uM)se observa en iite-
ros de ratonas tratadas previamente con estradiol

(0.5 mg/Kg, 48 hrs),fue de 20.36+3.71(%+e.s.,n=3),efec-
to que tiene una duracidn superior a los 10 min..

Se postula que los efectos "in vitro"de P se deberian
a una accidon de esta hormona sobre las terminaciones
nerviosas adrenérgicas,favoreciendo 1a liberacién de NA
que ejerce un fuerte control inhibitorio sobre Ta con -
traccidn uterina y cuya actividad a su vez es regulada
"in vivo" por las hormonas sexuales.

Proyecto 20.33.28 Direccibn de Investigacidn.

ESTIMULACION B-ADRENERGICA Y EVENTOS MOLECULARES INVOLU-
CRADOS EN CAPACITACION Y/O REACCION ACROSOMICA DE ESPER-
MATOZOIDE DE MAMIFERO.(B-Adrenergic stimulation and
molecular events involved in mammalian sperm capacita-
tion and/or the acrosome reaction). Avendafio C. yLlanos
M. Dpto. de Ciencias Bdsicas y Unidad de Biologia de Ta
Reproduccidn. Fac. de Medicina-Sur e INTA. U. de Chile.

La probabilidad de fecundacidn por parte del esperma-
tozoide, desde un punto de vista molecular, puede estar
relacionado con la funcidn de agonistas o y B adrenérgi-
cos en el medio circundante al proceso. Este estudio pre
tende dilucidar la posible funcidn y asociacidn entre es
timutacidn B adrenérgica, transmetilacidn de fosfolipi-
dos y activacidn de 1a adenil ciclasa (AC) durante la ca
pacitacion (CAP) y/o reaccidn acrosémica (RA) de esperma
tozoides de hamster incubados in vitro. Espermatozoides
epididimarios lavados y separados en columna de perlas
de vidrio se incubaron a 37°C. bajo atmdsfera himeda de
5% C02/95% aire, en presencia de agonistas B adrenérgi-
cos, inhibidores de reacciones de transmetilacién, andle
gos de AMPc, como asi mismo de estimuladores del sistema
adenil ciclasa. A diferentes periodos de incubacién, se
evalué motilidad, hiperactivacidn y RA. Cuando los es-
permatozoides se incubaron con isoproterenol, las RA au-
mentaron significativamente en relacidon a los controles.
A su vez, los inhibidores de transmetilacidn (3-Deazaade
nosina y Homocisteina-tiolactona) inhibieron la ocurren~
cia de RA en un 40-60% en presencia o ausencia del ago-
nista, siendo dicha inhibicién superada al incluir 8-Br
o Bt2 AMPc en el medio de incubacifn., Activadores selec
tivos de la AC, Forskolin y toxina del célera, induje-
ron RA en valores sobre los controles. Los resultados su
gieren que los procesos de CAP y/o RA estarian modulados
por una cascada de sucesos dependientes de un aumento del
AMPc intraespermdtico. Dicho aumento se deberia a una se
cuencia de eventos de membrana que incluirfan: estimula-
cidn B-adrenérgica-transmetilacidén de fosfolipidos - ac-
tivacion de la AC.

Financia: DIB. B-2396-8613 y Grant 83010 OMS.
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MICROPROPAGACION DE Gomortega keule (MOL.) BAILLON.
(Micropropagation in Gomortega keule (Mol.) Baillon).
Baeza, P.C., Barrales P.H.L, y ¥ancinelli S P, Depar-
tamento de Botfnica, Facultad de Ciencilas Bioldgicas y
de Pecursos Naturales, Universidad de Concepci8n,

G. keule es una especie endémica considerada, junto con
otras 10, como en estado de conservaci8n critico y clasi
ficéndola por lo tanto en la categoria "EN PELIGRO"™ con
prioridad 4 (CONAF, 1985). Su distribucién geogrédfica
estd restringida a las VII y VIII Regiones.

No se dispone de antecedentes confiables sobre su capa-
cidad de reproduccidn, ya sea bajo condiciones naturales
o de laboratorio. Tampoco se tiene informacidn sobre
porcentaje de germinacién, viabilidad de las semillas,
latencia, etc. Por los antecedentes anteriores se ha es
timado que la técnica de cultivo de tejidos podrfa ser
aplicada para dilucidar algunas de estas interrogantes.
Como primera aproximacibn se intent8 el cultivo 1n vitro
de &pices caulinares y axilares, -

Yemas apicales y axilares se desinfectaron superficial-
mente con HgCl, al 0.05%, se lavaron repetidamente con
agua esté@ril y“se incubaron en medio White con bencil
amino purina (BAP), gliberelina (GA.) y &cido naftalén
aCTthO (ANA), en concentraciones d& 1.5, 1.0 y 0.1 mg
1 7, respectivamente.

Despuds de 30 dias los explantes se repicaron a medio
Anderson, con el mismo tratamiento hormonal anteriormente
mencionado. Todas las experiencias se realizaron bajo
régimen %umlnlio de 16:8 hrs., a una intensidad de

54 uEem © seg T y a una temperatura de 23°C.

Se observé actividad de las yemas a los 15 dias, estima-
da por la apertura de las bricteas. Después de 4 meses
los explantes expandieron 2 a 4 pares de hojas alcanzan-
do un tamafio de 10 a 30 mm de alto.

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DEL RECEPTOR PARA
LAMININA DE UNA BIBLIOTECA GENOMICA DE S.AUREUS.
(Isolation and characterization of the laminin
receptor from a S. aureus genomic library) Barardi,
C.R.M.*, Santos, C.L.S. y Brentani, R.R.

Ludwig Institute for Cancer Research, Sao Paulo Branch
— Brasil.

Laminin, a major glycoprotein of basement
membranes, binds to a specific receptor on the surface
of neoplastic and non-neoplastic cells. Laminin
binding proteins were also found in Staphylococcus
aureus, but not in Staphylococcus epidermidis (Lopes,
J.D. et al. Science 229:275,1985). These specific
molecules may apparently be involved in bacterial
adhesion.

High molecular weight DNA was isolated from S.
aureus, partially digested with EcoRI and fractionated
through a 10-40% sucrose density gradient. Fragments
of 4-6 kb in lenght were pooled and ligated to an
expression vector Agtll, digested with EcoRI. After
infection of E.coli Y1090 with these molecules, the
genomic library obtained was assayed through an
immunological screening. The viral plagues were
transferred to nitrocellulose filters and incubated
with laminin P1 fragment followed by rabbit
anti-laminin antibody (affinity purified in a
Sepharose-laminin colum) and then anti-rabbit IgG
alkaline phosphatase conjugate. The positive signals
were isolated and were used to infect E. coli Y1089, a
lysogenic host. The proteins were analysed in
PAGE-SDS gel and Western blotting and revealed a
non-fusion protein in the same immunological assay.
The molecular weight of this protein was 50kd, similar
to that report of the same receptor. The DNA of this
clone was isolated and after digestion with EcoRI we
observed a 5,0kb insert. Sequences of this clone are
underway.

* C.R.M.Barardi is a fellow of FAPESP.
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ADHERENCIA SELECTIVA DE SALMONELLA TYPHIMURIUM LT2
AL EPITELIO INTESTINAL DE RATON. (Selective adhe-
rence of Salmonella typhimurium LT2 to mouse intes-
tinal epithelimm). Bao, L.; Garrido, J. Laboratorio
de Histologia, Dpto. Biologia Celular, Facultad de
Ciencias Bioldgicas, Pontificia Universidad Catblica
de Chile.

Estudios previos realizados en nuestro laborato-
rio, sugieren que S. typhimurium LT2, se adhiere se-
lectivamente al epitelioc intestinal de ratdn, depen-
diendo de las condiciones de cultivo. Las bacterias
provenientes de cultivo estético, se adhieren a las
placas de Peyer, no asi las bacterias provenientes
de cultivo agitado; ademés, esta capacidad de adhe-
sién puede ser correlacionada con el patrdén de pro-
teinas de la membrana externa de S. ityphimurium LT2.

Hemos infectado, con S. typhimurium LT2-32P, rato-
nes Swiss. A distintos tiempos se extrajo el intes-
tino delgado y se determind, por centelleo liquido,
la radiactividad asociada a regiones que incluyen
placas de Peyer (PP) y a regiones entre placas de
Peyer (NPP).

Hemos definido, el concepto operacional, "activi~
dad patdégena" en funcién del indice promedio PP/NPP
(PP/NPP- 1,3 equivale al 100% de actividad patbgena).
Este da cuenta del dafio que produce, S. txghimurium
LT2, sobre su huésped. Las bacterias provenientes
de un cultivo agitado exhiben un 70% de actividad
patbgena, independientemente, del estado nutricional
de los ratones y del tiempo de infeccidn; mientras
que las bacterias que provienen de un cultivo esté-
tico alcanzan un 100% de actividad patégena 24 hrs.
(ratones no ayunados) & 16 hrs. (ratones ayunados),
después de iniciada la infeccidn.

Las bases moleculares del fendmeno observado se
han investigado mediante estudios de inhibicién de
la adhesién por moléculas extraidas de la superficie
bacteriana.

EXISTEN DOS TIPOS DE RECEPTORES AL L-GLUTAMATO
EN FIBRAS MUSCULARES DE LARVAS DE Drosophila?
(Do muscle fibers from Drosophila larvae
posses two types of L-glutamate receptors?).

Barla, R. Depto. Blol. Cel. Fac.Cs.BlolSgicas
niversidad CatSlica de Chile.
(Patrocinio: P. Labarca).

Los misculos de la larva de Darosophila son
un buen modelo para estudiar receptores de tL-
glutamato con técnicas electrofisiolégicas. E)
conocimiento de este receptor reviste gran in-
terés en Neuroblologla porque ha sido identifi
cado en sinapsis excitatorias en SNC de mamlfe
ros. He estudiado las varlaciones del poten-
clal de membrans (Ey) como funcién de la con-
centracidon de agonistas aplicados en el bafo.
Observé los siguientes resultados: L-gluta y
quisqualato producen a concentraciones en el
rango t1-10uM depolarizacién de la membrana
(AVgy < 15 mV). A concentraciones > 100uM tal
efecto se revierte para alcanzar una depolari-
cion de solo 4 mV. En ausencia de fones cloro
en 1a solucidn estos agonistas solo inducen de
polarizacién proporcional a sus concentracio-
nes. Por otra parte ¢! ac. kainico solo Indu-
ce una leve h(perpolur(zlcldn Que no se obser-
va en ausencia de iones C)

Al tratar las fibras musculares durante 15
min, con 50uM de concanavalina-A, L-gluta y
quisqualato solo provocan una depolarizacibn.
Esto sugiere que Con-A Impide la desensibiliza
cién de los receptores exclitatorfos como se ha
descrito en misculo de otros invertebrados.

Nuestros resultados indican 1a existencia de
dos tipos de receptores: uno excitatorio y
otro fnhibitorio que son farmacolégicamente df
ferentes.
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CARACTERIZACION DE ANTIGENDS ESPERMATICOS HUMANDS POR
ANTICUERPOS MONDCLONALES MURINGS (Characterization of

Human Spera Antigens by Murine Maonoclaonal Antibedies!
Raul _Barnier y Elcira Pérez Laboratorio de

Inaunologla, Departamento de Biologia Celular,
Facultad de Ciencias Biolégicas, Fantificia

Universidad Catélica de Chile.
Leyton)

(Patrocinia:s Lisette

Con el proposito de identificar y caracterizar anti-
genos espermaticos gque se encuentran involucrados en
el proceso de fecundaci6n, hemos wutilizado la aeto-
dologta de anticuerpos monoclonales murinos, la cual
permite disectar la composicibén antigénica del esper-
matozoide y estudiar la funcién de cada antigeno en
particular.,

En este trabajo se inmunizaron ratones de las cepas
Balb/c y CBi10F1, caon espereatozoides humanos coapletos
o extractos de estos. Llos hibridomas obtenidos por
fusitn de los linfocitos esplénicos de los animales
inmunizados con la linea mielocide NS02, fueron selec-
cionados por ELISA, usando como antigeno el mismo in-
nunbgeno. Posteriorsente, se determind la localizacidn
del antiqeno por inmunofluorescencia indirecta y su
peso molecular por western blotting.

Se seleccionaron dos anticuerpos para estudiar su
efecto en la interaccitn de gametas in vitro. El anti-
cuerpo EET-1A11 que reconoce un antigeno intrinseco vy
presenta, s6lo en espermatozoides capacitados, up pa-
tron ecuatorial; es capaz de inhibir la penetracidn de
ovocitos de hamster sin zona pelicida por esperma-
tozoides humanos. Por otra parte #1 monoclonal HS-2K3,
dirigido contra un antigeno presente en el Iiquido
seminal, tiene un un patrén de {luorescencia post-
acroscmal y cola, inhibe la uniéon de los esper-
matozoides humanas a la membrana de ovocitos de hams-
ter.

Estos estudios indican que tanto antigenas intrinsecos
coao extrinsecos del espermatozoide pueden estar im-
plicados en el proceso de fecundacion.

Financiado par Grant IDRC 3-P-83-1006-01

COMPROBACION DE UN MODELO ESTRUCTURAL DE LAS B-LACTA-
MASAS. ROL DEL DOMINIO II EN LA ACTIVIDAD CATALITICA.
(A test for a model structure for B-lactamases. The
rol of domain II in the catalytic activity).
y J. Martfnez, Departamento de Biologfa Molecular, Fa-
cultad de Ciencias Biol6gicas y de Recursos Naturales,
Universidad de Concepcién.

Estudios de prediccién de estructura secundaria han
permitido postular un modelo estructural para estas en
zimas, consistente en dos dominios, con la actividad ca

talftica localizada en el dominio N-terminal (DominioI.

Estudios de hidr6lisis de la enzima con BrCN en con
diciones no denaturantes, y con quimotripsina, han de-"
mostrado la presencia de un pé&ptido asimilable al Domi-
nio I que conserva actividad enzimitica.

Para determinar la posible participacién del Domi-
nio II en el proceso catalftico, se han determinado las
constantes cinéticas K., X , ndmero de recambio y ener-—
gfa de activacifn de 13 g - lactamasa de B. cereus nati-
va, y del dominioc I, en presencia de sustratos e inhi-
bidores, utilizando métodos espectrofotométricos.

Con el objeto de establecer si las diferencias en-
contradas son atribuibles al proceso de separacién del
dominio I por hidr6lisis con BrCN, se hacen también es-
tudios con el dominio I obtenido por hidr6lisis enzimi-
tica con quimotripsina.

Proyecto de Investigacién 20.31.12, D. Inv. Universidad
de Concepcifn.

Proyecto de Investigacién 1085 de FONDECYT

L. Barros
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ESTADO DE TIROSINACION DE LA TUBULINA EN OVOCITOS, EM-
BRIONES Y CEREBRO DE SAPO. (State of tyrosination of
tubulin in oocytes, embryos and brain of toad). Barra,
H.S., Arce, C.A. y Modesti, N.M.

Centro de Investigaciones en Quimica Bioldgica de Cérdo-
ba (CIQUIBIC). Facultad de Ciencias Quimicas. Universi-
dad Nacional de Cdrdoba. Cdrdoba. Argentina.

El terminal COOH de la tubulina ¢ puede ser modifi-
cado mediante la incorporacidn o liberacidn postraduc-
cidn de tirosina por accidn de tubulina:tirosina ligasa
o tubulina carboxipeptidasa, respectivamente. La frac-
cidn de tubulina que es capaz de incorporar tirosina se
denomina tubulina tirosinable y comprende a la tubulina
tirosinada y no-tirosinada. Se ha determinado que en
cerebro de aves y mamiferos, parte de la tubulina es no-
tirosinable y que las distintas especies de tubulina
cambian con el desarrollo.

En el presente trabajo se determinaron las proporcio-
nes de cada una de las especies de tubulina en ovocitos,
embriones y cerebro de Bufo arenarum. En extractos de
ovocitos la tubulina soluble estd compuesta principal-
mente (95%) de tubulina no-tirosinable. La fraccidn
restante (5%) estd compuesta por tubulina tirosinada,
no habiéndose encontrado tubulina ne-tirosinada. Resul-
tados similares fueron obtenidos con embriones de 2 y
22 hs posfertilizacidn. En cerebro hay una alta propor-
cidn (16%) de tubulina tirosinable cuya composicidn es
diferente de la encontrada en ovocitos o embriones; la
mayor proporcidn (70%) esti comstituida por tubulina no-
tirosinada.

La ligasa fue detectada en todos los tipos de extrac-
tos estudiados. En cambio, la carboxipeptidasa se encon-
tr6 solamente en extractos de cerebro.

La variacidn en las proporciones entre tubulina tiro-
sinada y no-tirosinada debe interpretarse como la resul-
tante de las actividades relativas de las dos enzimas.
En cambio, la variacidn entre tubulina tirosinable y no-
tirosinable podria deberse tanto a una modificacidn pos-—
traduccidn como a la expresidn de genes diferentes.

BIOQUIMICA DEL VENENO DE LA ARANA L. laeta Y SU IMPORTAN
CIA BIOTECNOLOGICA. {Biochemistry of L. laeto spider ve-
nom and is Biotechnological importance). Bascur, L.,
Medina. J.N. y Yevenes . I. Departamento de Bioquimica
Facultod de Medicina, Universidad de Chile.

Varios outores hon descrito los dofiinos efectos del
aracnidismo en Chile, y han enfocado el problema de que
no se dispone actualmente de una teropia adecuada. El
objetivo de nuestro trabajo es estudiar el mecanismo
biogquimico del veneno de la arafia de los rincones Loxos-
celes laeta.

En este trobojo se presentan los resultados del efec-
to que produce en el rifién de conejo, el veneno de lo L.
laeta inyectado por via intradérmico. El dafio renal fué
evaluodo midiendo las actividades enziméticas de la fos-
fotase 6¢cido, fosfatasa clcalina, tronsominasa glutémico
oxaloacético {GOT) y transaminasa glutbémico-pirlvice
(GPT) en la orino de conejos recolectodo en 24 hrs, y el
experimento durbé 6 dias.

En los resultados obtenidos se observd que post-inyec
cién del veneno, las 4 enzimos estudiadas comenzaron o
aumentar sus actividodes enzimticos hasta alcanzar un
méximo a las 72 hrs. y luego comenzaron a disminuir len-
tamente a las 96 hrs. y 120 hrs.

La conclusiédn nuestra, es que el rifién de conejo fue
dofado por efecto del téxico vemeno de la L. loeta. Al-
gunos autores han demostrado que la mordedura de crafa o
de abeja produce un sindrome nefrético y destruccién de
laos celules tubulares. Pensamos que lo destruccibn del
tejido renal es lo que ha producido lg liberacién a la
orino de las 2 transaminasas. Asimismo, el téxico efec-
to del veneno cous6 el aumento de la octividod de los
fosfatasas alcalina y &cido. Lo importancia que nuestras
investigaciones puedon tener para la Biotecnologfa es
que un conocimiento profundo de lo estructura del veneno
nos permitir§ preparar el antisuvero especi{fico para el
veneno y sintetizar olguna droga que pueda contrarrestor
el efecto venenoso.
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ALTERACIONES CROMOSOMICAS INDUCIDAS POR LINDANO EN ME-
RISTEMAS RADICULARES DE Chlorophytum comosum.
{Chromosomical modifications induced by Lindane in radi
cular merystems of Chlorophytum comosum). Bastias, J.
Guerrero, C. Laboratorio de Citogenética, Departamerto
de Ciencias Bdsicas, Instituto Profesional de Chill&n.

(Patrocinio: R. Godoy Herrera).

El Lindano es un insecticida organoclorado cuyo
potencial genotdxico se conoce parcialmente. A pesar
de ello, este compuesto es utilizado ampliamente en me
dicina para el tratamiento de la sarna y pediculosis -
en general. Esto nos motivd a indagar sobre la mutage-
nicidad del agente en cuestidn utilizando a C. comosum
una especie de centinela vegetal. -

Para elleo se indujo el crecimiento radicular de
20 pléntulas colectadas de una misma planta madre en
una cidmara de cultivo bajo condiciones controladas
(luz, temperatura y oxigenacidn). Una vez que las rafi-
ces tenfan 2 cm. de longitud se separaron en 3 grupos:
a) Controles, b) Tratadas con 1x10~4 gr/ml de Lindano
por 2 horas para luego pasarlas a medio limpio por 3,
6, 12 y 24 horas posterior al pulso y ¢) Tratadas con
1x10~4 gr/ml de Lindano en forma continua por 3, 6,
12 y 24 horas.

Transcurrido el tiempo de tratamiento de los 3
grupos, se colocaron en colchicina al 0,1% por 3 ho-
ras, siendo cortadas las rafces y fijadas en metanol-
4dcido 3:1. Las preparaciones se confeccionaron si-
guiendo la metodologia del aplastado, siendo las pla-
cas metaffsicas analizadas y fotografiadas en un mi-
croscopio Leitz, modelo Dialux-20.

Nuestro hallazgo revela que el Lindano induce:
1) Quiebres de cromdtidas; 2) Quiebres de cromosomas;
3) Gaps y 4) Descondensacidn cromosdmica. Los resulta-
dos encontrados se contrastan estadisticamente y se
discuten considerando el mecanismo de accidn del agen
te.

S-ADENOSIL-L-METTONINA Y PORFIRIA CUTANEA TARDIA-TRATAMIENTO EXITQ
S50 EN DOS NINOS. (S-Adenosyl-L-methionine and Porpnyria Cutanea
Tarda-Successful treatment in two children). Batlle, A.M.delC.*;
Stella, A.M.*; Melitto, V.*; Cuzman Mariano, H.**; Kaminskv, , A.
R,#***y Kamingky, C,***

*Centro de Investigaciones sobre Porfirinas y Porfirias -CIPYP-
(FCEN, UBA y CONICET), **Hospital Militar Central "Dr. C. ArgericH'
***Hospital Zubizarreta.

La Porfiris Cutdnea Tardia (PCT) se manifiesta generalmente des-
pués de los 40 afios, aunque se han descripto casos aislados y xaros
de PCT infantil.

Se presentan dos nuevos casos de PCT infantil en los cuales se ha
aplicado con &xito una nueva terapia combipada de S-adenosil-lL-me-
tionina{SAM) y cloroquina.

En un nific de 12 afios y una nifia de 7, en base a los tipicos sig-
nos clinicos de fotosensibilizacidn e hipertricosis, se confirmd el
diagndstico de PCT hereditaria con los estudios bioquimicos, carac-
teristico patrbn de excrecidn urinaria, disminucidn de la actividad
de la UroporfirinGgeno Decarboxilasa (URO-D) eritrocitaria y eleva-
do indice de Porfirinas PlasmAticas (IPP) con miximo de emisifn a
617-618 um.

El tratamiento que se propone como otra alternativa terapeutica
consiste en la administracidn inicial y simultdnea de SAM oral (com—
primidos-12mg/kg diarios) durante 3 semanas y de bajas dosis de clo-
roquina oral (2x100 mg-semanal) durante aproximadamente 120-150 dias
o hasta completa normalizacién y estabilizacién del cuadro clinico y
bioquimico.

En estos nifios se logrd una total recuperacidén climica y bioqui-
mica dentro de los 3 meses, sin recidivas luego de 8 meses. No se ob
servaron reacciones oftalmolSgicas ni otros efectos colaterales inde
seados.

En conclusifm, el tratamiento propuesto es seguro, simple y con-
fortable para los pacientes. Se consigue una remisiSn completa y es-—
table en corto tiempo y aunque 1a PCT infantil es excepcional, esta
terapia seria la més indicada para nifios y aquellos pacientes que no
pueden tolerar flebotomias repetidas.

Se postula un mecanismo de accidn en el cual el efecto del SAM se
atribuye a que este compuesto incrementa la disponibilided del glu-
tation hepatico, facilitando asi la movilizaciém y répida excrecidn
biliar del hierro libre tdxico, ademds de contribuir al estado de
Sxido-reduccidn intracelular necesario para una Sptima funcionalidad
de la URO-D.

COMUNICACIONES LIBRES

S—-ADENOSIL-L-METIONINA E INTOXICACION POR PLOMO. ESTUDIO COMPARATIVO
DE LA VIA DE ADMINISTRACION. (S-Adenosyl-L-Methionine and lead in-
toxication. Comparative study of the route of administration.)
Batlle, A.M. del C.; Paredes, S.R.; Fukuda H.; Kozicki P.A. y
Rossetti,M.V. .

Centro de Investigaciones sobre Porfirinas y Porfirias (CIPYP)-
FCEyN-UBA-CONICET.

La 6-aminoleviilico dehidrasa (ALA-D) es uno de los mis sensibles
pardmetros de la intoxicacidn por plomo. El efecto inhibitorio del
metal sobre esta enzima puede revertirse con GSH que se encuentra
también disminuido en el saturnismo. La S-Adenosil-L-Metionina (SAM)
es un excelente precursor del GSH, restaurando el nivel del tiol en
higado. Unaimportante via de eliminacidn de los metales es la bi-
liar; el GSH participa en este proceso asi como en la detoxifica-
cidn gemeral de xenibiSticos a través de la formacién de aductos.

En base a estas consideraciones, se estudid comparativamente la
accién del SAM administrado em forma oral, s.c. o i.v. em la into-
xicacidn por plomo.

Se administr® SAM diariamente s.c. (20 mg/kg) vy oral (80 mg/kg) &
ratones intoxicados por plomo en forma aguda durante 20 dias. Pa-
cientes intoxicados crénitamente por plomo recibieron SAM diaria-
meate en forma i.v. (12 mg/kg) y oral (25-30 mg/kg).

En todos los casos despuds del SAM, aumeutd la concentracidn de
GSH, que se encontraba inicialmente reducido correspondientemente
disminuyS en forma répida el contenido de plomo y se recuperaron
los niveles de ALA-D.

La mayor parte del plomo movilizado se elimind por heces, mostran
do un pico dentro de las 24-48 hrs. en los animales tratados con SAM
La excreci8n urinaria fue muy baja.

Los niveles de ALA, PBG y porfirinas, aumeutados en algunos casos
de intoxicacifn por plomo, alcanzaron cifras normales luego de la
terapia.

Se observB una buenz correalcidn entre la recuperacién del GSH,
la actividad del ALA-D y la disminucidn del contenido de plomo,apo-
yando nuestra hipStesis de que, como consecuencia de la administra-
cibn de SAM se incrementa la disponibilidad de GSH, facilitZndose el
proceso de detoxificacidn y rdpida eliminacidn del plomo de los di~
ferentes compartimientos y, consecuentemente, revirtidndose la inac-
tivacifn de la enzima por el meral.

El higado jugaria un papel importante en la captacidn y trasporte
del plomo como un conjugade con el GSH, hacia la bilis, dando como
resultado una mayor excrecifn biliar del metal.

INTERCAMBIO ORTOFOSFATO-PIROFOSFATO CATALIZADO
POR LA PIROFOSFATASA SOLUBLE Y DE MEMBRANA,
ROL DEL GRADIENTE DE n*, {Orthophosphate-pyro-
phosphate exchange catalized by soluble ang
membrane-bound pyrophosphatases. Role of H
gradient). Behrens, M.l, de meis, L, Celis, H,
Romero, |, GOmez-Puyou, M.T, Gomez-Puyou, A.
Dept.Blog.Univ.Federal Rio Janeiro y Centro
invest.Fisiol.Ce).Univ.AutSnoma de México.

La pirofosfatasa de membrana de cromatSforos
de Rhodospinillum nubrum catatiza un intercam-
blo ortofosfato-pirofosfato (Pi=PPi), que re-
quiere un gradiente electroquimico de H'. Se
compard la reaccién catalizada por ests enzima
con la que se obtliene con la pirofosfatasa so-
tuble de levadura, donde no hay gradiente de H

En ambos sistemas la velocidad de intercam-
blo aumentd al incrementar el pH y la concen-
tracidn de MgCl,. El Kos para Pl de la pirofos
fatasa soluble disminuyd al agregar solventes
orglnicos al medio o al aumentar la concentra-
cion de MgCl,. Los valores de Kg5 obtenlidos
fueron menores que los observados con los cro-
matSforos de R.rubrum, La disminuciédn del Kos
de 1a enzima soluble no se asocié a una dismi-
nucién de la razdn entre las velocidades de hi
drélisis y sfintesis de PPi. En presencla de Mg
Cl, 1mM la razén hidrdlisis/sintesis de PPi me
dida a pH 7.8 fue similar en smbos sistemas.
En presencia de 10mM MgCl, esta razén disminu-
yS6 mis de 10 veces en los cromatéforos y 2-3
veces en Ja enzima soluble.

Estos resultados indican que para la plirofos
fatasa no habria relacién entre el Kos para PT
y la razén hidr&lisis/sfntesis de PPi, El i6n
r‘|g“z parece estar Involucrado en la disminu-
cidn de esta razdn cuando se forma el gradien
te de HY en los cromstéforos.

Financiado por FINEP y CNPq, Brasit,
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COMUNICACIONES LIBRES

TIROSINACION DE MICROTUBULOS Y TUBULINA EN GLOBULOS
ROJOS DE AVES. (Tyrosination of microtubules and non-
assembled tubulin in avian red cells). Beltramo, D.M.,
Arce, C.A. y Barra, H.S.

Centro de Investigaciones en Quimica Bioldgica de Cirdo-
ba (CIQUIBIC). Facultad de Ciencias Quimicas. Universi-
dad Nacional de C8rdoba. 5016-Cérdoba. Argentina.

Estudios previos han demostrado que el terminal COOH
de tubulina « puede ser modificado por la incorporacidn
de un residuo de tirosina mediante la accidn de tubuli-~
na:tirosina ligasa. In vitro, la ligasa act@ia sobre tu-
bulina en su estado no-ensamblado pero no sobre microtu-
bulos. Sin embargo, experimentos realizados en cortes de
cerebro sugieren la posibilidad de que in vivo la incor-
poracién se realice preferentemente sobre microtiibuloes,
aunque cabe sefialar que esta conclusidn se ve complica-
da por la alta velocidad de intercambio entre tubulina
y microtiibulos. En este trabajo investigamos nuevamente
esta cuestidn pero utilizando glébulos rojos de pollos
donde los microtiibulos estdn confinados a una banda mar-
ginal que intercambiaria muy lentamente con la poblacidn
de tubulina no-ensamblada.

Los glakulos rojos fueron incubados en presencia de
tirosina-14C en condiciones en que la sintesis de prote-
inas estd inhibida. Despu@s de disgregar la membrana en
condiciones en que los microt@ibulos son preservados, €s-
tos fueron separados de la poblacibn de tubulina no-
ensamblada. Los resultados mostraronlgue la tubulina no-
ensamblada fué marcada con tirosina-""C en una magnitud
mucho mayor que los microtfibulos. La baja incorporacidn
de tirosina-+%C en microtfibulos no se debe a la falta de
tubulina aceptora ya que la desintegracidn de los micro-
tiibulos por frio y colchicina condujo a una mayor incor-
poracidn de tirosina radiactiva. Estos resultados clara-
mente apoyan la idea de que la ligasa actiia preferente-
mente sobre tubulina no-ensamblada. Sin embargo no se
puede asegurar que en todos los tipos de células opere
el mismo mecanismo de tirosinacidm.

ESTUDIOS SOBRE LOCALIZACION Y FORMAS MOLECULARES DE LA
FENILALANIL-tRNA SINTETASA DE O0OCITOS DE X. laevis.
(Studies on the location and molecular shapes of the
phenylalanyl-tRNA synthetase of X. laevis oocytes.)
Benitez, R. y Arancibia, F. Departamento de Bioquimica,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile. (Patroci-
nio: M. Gatica.)

La fenilalanil-tRNA sintetasa (FRS) es una enzima que
ha sido estudiada tanto en procariontes como en euca-
riontes en cuanto a su estructura y PM, encontrdndose
para ésta valores que varfan entre 130.000 y 230.000.
En una presentacion anterior nosotros encontramos que
Ta FRS se encuentra en ovario de Xenopus laevis forman-
do complejos con otras tRNA sintetasas (Tisil, isoleu-
cit, leucil, etc.) y otras proteinas.

En este trabajo realizamos estudios sobre la localiza-
cion de la FRS en oocitos. La enzima se encuentra
principalmente en la fraccion citosdlica y no se en-
cuentra presente en membranas ni en ndcleos de oocitos.
Al mismo tiempo realizamos la purificacion de la enzima
en forma_de complejo y determinamos que la Mr es de
~ 2 x 10° daltons, medida por filtracidn en Sephacryl
P-300. Para realizar un estudio sobre la estructura
nativa de la enzima libre realizamos una preparacion de
la enzima de oocitos mediante cromatografia de afinidad
a traveés de una columna de sepharosa-4B-tRNA en la cual
la actividad de la enzima se presentd en 2 picos, uno
que eluye en el frente y otro que eluyd con una concen-
tracion 180 mM de NaCl y que presentd una Mr de 110,000
daltons medido por electroforesis en geles de poliacril-
amida-SDS. No sabemos si la enzima nativa tiene una o
varias subunidades de 110.000.

Al mismo tiempo realizamos la fosforilacidn de la enzi-
ma para medir cambios en su actividad y comparamos con
1o observado con la FRS de levadura. Los resultados
obtenidos no son concluyentes y se encuentran bajo es-
tudio.

[Estudio efectuado con patrocinio del DIB y la OEA.J

10, estedrico 14, ol&ico 26, no identificados 30;

R 179

EFECTOS DE METABOLITOS DE VITAMINA D, SOBRE LA COMPOSI-
CION DE FOSFOLIPIDOS DE MIOBLASTOS Eﬁ CULTIVO (Effects
of vitamin D3 metabolites on phospholipid composition
of cultured myoblasts). Bellido, T., Drittanti, L., Bo-
Jand, R y R. de Boland, A Denartamento de Bioloaia,
Universidad Nacional del Sur, 8000 Bahia Blanca, Argen-
tina.

E1 tratamiento in vivo con vitamina D3 modifica la
composicién de fosfolipidos de membrana de misculo esque
16tico de nollo. En el presente trabajo se caracteriza-
ron los efectos de metabolitos de vitamina D3 en miscu-
1o embridnico in vitro. Se cultivaron mioblastos de em-
brién de pollo de 12 dias en presencia de concentracio-
nes fisioldgicas de 25-hidroxi-vitamina D3 (250HD3) y
1,25-dihidroxi-vitamina D3 (1,25(0H)2D3) durante 4, 8,
12 y 24 horas. En fosfolipidos individuales aislados por
cromatografia en capa fina de extractos lipidicos de las
células se determind el contenido de P y 1a composicion
de dcidos qrasos (por cromatografia en fase gaseosa de
los derivados metil ester). E1 250HD3 no produjo modifi-
caciones significativas en las concentraciones relativas
de los distintos fosfolipidos mientras que el 1,25{0H)p-
D3 incrementd el contenido de fosfatidilcolina (PC) a
expensas del de fosfatidiletanolamina (PE). Los efectos
fueron evidentes a las 4 horas de tratamiento y alcanza-
ron niveles miximos a las 24 horas (21% incremento PC,
p<0.0005; 19% disminucién PE, p<0,0125). Los cambios son
similares a los observados in vivo. No se detectaron di-
ferencias en composicién de dcidos grasos mayoritarios
(16:0, 18:0, 18:1.w9, 18:2 w6) para ningin fosfolipido.
Sin embarqo, en las células cultivadas en presencia de
1,25(0H)2D3 se observé un incremento notorio (de 1% a
9% del total de dcidos grasos a las 4 horas) en un dcido
graso minoritario de PE, y en menor proporcidn en PC, de
tiempo de retencidn prolongado. Se realizan estudios pa-
ra la identificacidn de este compuesto.

CARACTERIZACION QUIMICA PARCIAL Y PROPIZDADES DE UN GLI-
COLIPIDO QUE UNE TOXINA COLERICA. (Partial chemical
characterization and properties of a glicolipid that bind
cholera toxin). Bemn .5 Roth, G.A. y Cumar, F.A.
Departamento de Quimica Bioldgica. Facultad de Ciencias
Quimicas. Universidad Nacional de C8rdoba. Argentina.

En el mecanismo de accifn de toxina colérica se
acepta que el ganglidsido GM1l es el "receptor'" de dicha
toxina. Previamente demostramos, por ensayos de unidn en
TLC & por cambios en los espectros de emisifn de fluores
cencia de triptofano, que de 6 ganglidsidos de cerebro
solo GDIb es capaz de interaccionar con toxina colérica
con una capacidad similar a GMl. Em extractos de glicoli
pidos de c&lulas de mucosa intestinal de cerdo, hemos de
tectado alrededor de 8 compuestos que unen toxina. Cua-
tro de ellos se comportan similares a GMl, por criterios
cromatogrdficos y ensayos con neuraminidasa. Las diferen
cias entre ellos podrian deberse a la calidad del &cido
sidlico y/o porcidn hidrofdbica, Los restantes migran en
TLC similares a GDlb. Sin embargo, uno de estos Gltimos,
purificado a homogeneidad cromatogrédfica, revela ausencia
de dcido sidlico seglin reaccidn colorimé@trica y comporta
miento en DEAE-Sephadex. La identificacidn quimica par-
cial de dicho compuesto por GLC indica una composicidn
porcentual de &cidos grasos: palmitico 20, palmitol&ico
y una
composicifn molar relativa de gldicidos: glucosa 1, galac
tosa 2, fucosa 1. No se descarta la posible presencia de
hexosaminas y esfingosinas. Por otro lado, parece existir
una relacifn entre la estructura quimica del compuesto
en estudio y aquella que determina los grupos sanguineos
ABO ya que puede ser inmunodetectado en TLC con suero
anti-A & anti-AB pero no con anti-B. Esta propiedad po-
dria ser relevante en la correspondiente patologfa en hu
manos. No conocemos que se haya descripto ningtn compueg
to sin dcido sidlico, que contenga fucosa y que tenga la
propiedad de unir toxina colérica; ni que exista antece-
dente de relacidn alguna entre compuestos que unen toxi-
na y determinantes de grupos sanguineos.
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INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES DE OPERACION EN LA FORMA-
CION DE PELIETS PARA PRODUCCION DE ACIDO CITRICO(Influ-
ence of operating conditions on pellets formation for
use in citric acid production)Benuzzé,D.y Segovia,R.
Cdtedra de Microbiologia General e Industrial,Facultad
de Quimica,Bioquimica y Farmacia.Universidad Nacional
de San Luis.San Luis.Argentina.

Es de gran importancia para el buen rendimiento de un
proceso de obtencién de citrico,por Aspergillus niger,
(A.n.) contar con pellets pequeilas laxas y esponjosas.
En la estructura influyen las condiciones de operacidn
de la etapa de formacidn.Se planted entonces la necesi-
dad de manejar las distintas variables,cada vez que se
inicia un proceso de produccidn.Paralelamenta se intentd
dar explicacidn a los fendmenos observados.

Métodos:Con esporas de A.n.,de cepas buenas y malas pro-~
ductoras de dcido citrico,se inocularon medios liquidos
de formacidn de pellets.Se extrajeron muestras a las 8~
12-24-36 y 48 h.Durante el proceso se realizd:cambio de
bafles,variacién en agitacidn,cambios en la proporcidn
C:N del medio,variacidn del tamaiio del indculo.
Resultados y discusidn:La calidad y estructura de las
pellets fue adecuada en erlenmeyers con bafles de acero
inoxidable que producen mayor turbulencia que los de vi-
drio.La agitacidn se ajustd a 200 rpm o sea que no es
factor contraproducente en la formacidén de pellets.El
tamafio del indculo debe ser bajo pero esto es relativo,
segiin nuestra experiencia,a la disponibilidad de C.Las
mejores pellets fueron las extraidas a las 36 h de agi-
tacidn,presentindose como tiempo favorable en la madu-
racidén de la pellet.Las cepas clasificadas como malas
productoras de citrico,aumentan su productividad y ren=-
dimiento al usarlas en forma de pellets de caracteristi-
egas dptimas,destacando asi la importancia de manejar el
conjunto de condiciones gue permiten mayor éxito en la
obtencidn de pellets pequeflas,laxas y esponjosas.

HETEROGENEITY OF LYSOSOMES: THE EFFECT OF CHLOROQUINE
ON THE EQUILIBRIUM DENSITY OF LYSOSOMAL POPULATIONS.
Bertini F. and Colombo I., IHEM-CONICET; Univ. Nac. de
Cuyo, Mendoza, Argentina.

Lysosomes are heterogeneous populations of subcellu-
lar bodies, and we think that the lysosomotropism of
some drugs may be useful to differentiate them.

A lysosomal fraction separated by differential
centrifugation between 1,935 g x 3 min and 27,000 g x
15 min from mouse 1iver after injecting the drug or
saline (controls), was analyzed in a Percoll gradient
for acid hydrolytic activity and drug distribution. (L)

In the controls, the activity of all emzymes studied
presented a peack in the zone of high density (1.147
g/ml, dense lysosomes) and another one in the zone of
light density (1.070 g/ml, Light lysosomes). With the
exception of acid phosphatase most of the enzymatic
activity equilibrated with the high density lysosomes.
In the CQ treated animals there was a shift of the
enzymatic activities from the dense to the light
lysosome zone, and the amount of shifted activity
increased with the time elapsed after the injection .
When the L particles were incubated in vitro with CQ,
only moderate amounts of activity changed in density.

The results suggest that both in the in vivo and
in vitro experiments CQ penetrate into the secondary
lysosomes. In the first conditions these latter increase
in number due to the vacuolation caused by the drug,
and consequently more enzyme activity change in
equilibrium density with time.

The lysosomes rich in acid phosphatase in the light

zone may represent prolysosomes from GERL {Golgi-

Endoplasmic -Reticulum-Lysosomes).

COMUNICACIONES LIBRES

ESTUDIO DE LA CITOLOGIA VAGINAL DE LA LLAMA (LAMA GLA-

MA) EN CAUTIVERIO Y SU RELACION CON EL CICLO ESTRAL.

(Study of the relationship between the vaginal cytolo-

gy and the estrus cycle in the captive Llama-Lama Gla-
S. A.; Urquieta, M.B.; Bastres, 0.C.;

ma). Bernal
Ferrando, R.G. Dept. Fomento de la Produccion Animal;
Depto. C1enc1as Bfoldgicas Animales.Fac. Cs. Vet. Pec.

Patrociniq: G.R. Ferrando
Se realiz uﬂ‘!!tn§TU'tu111tat1vo de 1a morfologia ci-

toldgica vaginal tendiente a caracterizar el funciona-
miento ovirico. Se emplearon 12 ejemplares adultos; du
rante el perfodo de noviembre - abril de 1986 obtenién-
dose las muestras semanalmente. Desde el punto de vis
ta histoldgico se empled la técnica de Papanicolau des
crito por Lopez y Col.(1982); para la interpretacidn
de los frotis se utiliz6 la clasificacién descrita por
Schutte (1967). Se determind que el celo citoldgico
tuvo una duracion de 24 a 31 dfas, en tanto que el anes
tro citoldgico presentd un rango de 7 a 14 dias. Este
celo citolégico, tuvo una duracidn mayor en plena
temqoradn reproductiva. No se observaron diferencias
en la citologfa vaginal entre las hembras en los dis-
tintos estados reproductivos, s6lo se evidencid una
abundante presencia de leucocitos durante el inicio

de la gestacion.

PARAMETROS TERMODINAMICOS DE COMPRESION DE CAPAS MONO
MOLECULARES DE GLICOESFINGOLIPIDOS SOBRE SUBFASES OUE
CONTIENEN, GLICEROL, UREA Y SACAROSA.(Thermodynamic
parameters of compression of qlycosphingolinids mono-
layers on subphases containing qlvcerol, urea and
sucrose). Bianco, I.D. v Maaqio, B.

Departamento de fica. Bioldgica - CINUIBIC, Facultad de
Ciencias Ouimicas, Universidad Nacional de Cérdoba.
Argentina.

Se estudid la variacion con la temperatura (10-35°C)
de Ta enerqia libre de compresién (AFc) para capas mo-
nomoleculares de qlicoesfingolipidos (GSLs)(6GalCer,
sulfdtido, Guy, Gpy, ¥ Gyip) ¥ fosfolinidos (PLs)

(dpPC y dpPEy sobre subfases con alicerol, urea v saca-
rosa; se calcularon los cambios en entalnia (AHc) v
entronia (ASc) del nroceso de empanuetamiento bidimen-
sional. Con resnectn a NaCl 145 mM, los tres solutos
nrovocan un aumento del A Fc de todos los GSLs v PLs
estudiados; Ta dependencia del AFc con la temperatura
es diferente, lo cual se traduce en diferentes valores
de AHc y ASc. En general ASc y AHc de capas rmono-
moleculares de dpPC y dpPE son muy noco modificados oor
Ta presencia de estos solutos en la subfase. E1 proceso
de compresion de GSLs en presencia de alicerol ocurre
con un cambio en ASc hacia valores mds positivos, indi-
cando un mayor desordenamiento. Sobre sacarosa ocurre
1o opuesto, y se observa que el proceso de reduccién
del area molecular estd entrdpicamente desfavorecido y
entdlpicamente favorecido. En subfases con urea, se
observa una marcada dependencia de la magnitud v signo
de Tos pardmetros termodindmicos con el tipo de gruno
polar del GSL. Estos efectos probablemente se relacio-
nan con fendmenos de hidratacién-deshidratacibn de la
interfase.
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VINCULACION DE LOS RESIDUOS DE HISTIDINA CON LA FUNCION

BIOLOGICA DE LA FAMILIA DE LAS HORMONAS DE CRECIMIENTO.
(Histidine residues in the biological activity of the
growth hormone family). Biscoglio de Jimenez Bonino, M.
J., Cascone, 0., Fukushima, J.G. y Santomé, J.A.
Instituto de Quimica y Fisicoquimica Bioldgicas (UBA ~
CONICET).

La etoxiformilacidn de las hormonas de crecimiento de
origen bovino y equino permitid vincular a los residucs
de histidina 19 y/o 21 con la funcidn biolBgica de estas
proteinas. Ante la importancia de este hallazgo se exten
did este estudio a la de origen humano.

Estas proteinas poseen tres residuos de histidina en
su molécula.

La digestidn triptica de derivados convenientemente
modificados y el aislamiento y purificacidn de los pép-
tidos correspondientes,mediante cromatografia liquida
de alta performance y modulacidn de hidrofobicidad,per
mitieron identificar a la histidina 169 como el residuc
mds lento y a las 19 y 21 como los mds reactivos. En la
hormona humana s6lo dos se etoxiformilaron en ausencia
de desnaturalizantes, la histidina 151 fue la mds reac
tiva, la 21 no reaccion§ y la 18 manifestd reactividad
intermedia.

La influencia de la modificacidn quimica sobre la ac-
cidn bioldgica se evalud midiendo la capacidad de las
hormonas modificadas para unirse a los sitios de unién
especifica en higado de rata. La etoxiformilacidn de las
histidinas 19 y 21 de las hormonas bovina y equina anuld
esta capacidad

El derivado obtenido con la hormona de crecimiento hu-
mana, en el que la histidina 21 es no reactiva retuvo el
40 % de la capacidad de reconocer los sitios de unidn es
pecifica.

EFECTO DE REIMPLANTE DE ADENOHIPOFISIS SOBRE RESPUESTAS
ESTROGENICAS EN RATAS ADULTAS. (Effect of adenohypophy-
seal reimplants on estrogenic responses in t he adult -
rat). Blamey, C., Gonzdlez, G. y Arriagada, R.
Universidad Metropolitana de Ciencias de la Educacién.

Se ha postulado que los estrégenos presentan a lo me-
nos dos mecanismos de accién independientes entre si; de
tipo gendmico con desrepresién del ADN y no genémica me-
diado por eosinéfilos. Condiciones de hiperprolactinemia
provocan infertilidad. El objetivo de este trabajo fue
estudiar el reimplante de adenohip6fisis (AH) sobre res-
puestas estrogénicas.

Ratas Sprague dawley adultas, mantenidas en condicio-
nes habituales de laboratorio con libre acceso al agua y
comida fueron ovariectomizadas, 9 dias después reimplan-
tadas con una AH o un trozo equivalente de corteza cere-
bral (CC); al cabo de 5 dias los animales de distribuye-
ron al azar en 4 grupos: I CC-suero; II CC-estradiol (EQ
IIT AH-suero; IV AB-Ej. El E3 fue inyectado endovenoso
en désis de 300 ug/Kg; a las 06:00 y 24:00 horas, los
cuernos uterinos fueron pesados y procesados histolégica
mente para cuantificacién de eosindéfilos y morfometria.”

En animales AH no tratados se encontré un aumento de
la densidad celular en endometrio superficial y una dis-
minuci6én de la altura del epitelio luminal. Se demostrd
ademds que el E, indujo mayor edema en el endametrio su-
perficial de animales AH que en CC; en cambio el E, indu
jo menor hipertrofia miometrial y eosinofilia uterina,
en animales AH que en animales CC. Se observé ademas que
la hipertrofia luminal inducida por Ez fue deprimida en
animales con AH.

Los resultados indican disociacién en las respuestas
estrogénicas y atenuacidén de ellas bajo condiciones de
hiperplactinemia inducida por reimplante de AH.

Financiado por fondo: Proyecto BL 85-011 Universidad Me-
Tropolitana de Ciencias de la Educacién y Proyecto B 14
93-8655 Universidad de Chile.
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RELACION ENTRE PRODUCCION DE PROSTAGLANDINA-E,
Y EXCRECION RENAL DE SAL Y AGUA EN RATAS HEM-
BRAS HIPERTENSAS. (Relatfonship between
prostaglandin-E, production and renal salt and
water excretion in female hypertensive rats).
R. Bitran y B, Zamorano. Depto. Cs. Ecolbgicas,

Facultad de Tlenclas, Universidad de Chile.

Prostaglandina-E2 (PGE2) ademés de su accién
diurética y natriurética, modularfa la reacti-
vidad vascular a agentes presores. Nosotros
estudiamos si el aumento de la presidn arte-
rial (PA) producido por sobrecarga crénica de
presidn (SCP), se asociaba a cambios de la pro
duccién de PGE; renal y de la excrecién de orf
na y electrolitos.

La SCP se Indujo en ratas S. Dawley adultas,
por constriccién adrtica sub-dlafragmética. Se
midié 1a PA y se determind la concentracién
de PGE2 y electrolitos (Na* y k¥), en plasma,
orina y médula renal a los 7, 15 y 30 dfas des
pués de la Intervencién quirirgica.

Los resultados demuestran que en ratas con
SCP: 1) el aumento de la PA desde un valor
control de 11542.7 a 166+2.6 mm de Hg, se aso-
clé @ un 270% de aumento de la concentracién
de PGE2 plasmatica; 2) aunque no hubo diferen-
cla significativa de la concentracidén de PGE:2
en tejido renal, la excrecidn urinaria de PGE;
aumentd a los 7 dfas: de 22.421.71 a Sh.b21.72;
a los 15 dfas: de 22.7%1.31 a 54.923.4; y a los
30 dfas: de 25.121.16 a 6623.5 ng/8 h; 3) este
sumento se correlaciond con una mayor excrecién
de orina y electrolitos (P < 0.001),

Estos resultados sugieren que un mecanismo
relaclonado con PGE2 participe en la respuesta
compensatoria a este tipo de sobrecarga.

(Financiado por Proyecto 1131, CONICYT).

ESCHERICHIA COLI - 2',4-DIHIDROXICERALCONA: SISTEMA
MODELO PARA LA ENSENANZA DE CINETICA DE REACCION EN
BIOQUIMICA. (Escherichia coli - 2',4-dihydroxychal-
ccne: Model System for the reaction kinetic teach-
ing in Biochemistry). Blance, S.E., Segovia, R.F.,
Debattista, N.B., Pappano, N.B., y Ferretti, F.H.
Catedrasde Quimica-Fisica IT y Microbiologia Indus-
trial, Facultad de Quimica, Bioquimica y Farmacia.
Univarsidad Nacionial de Sam Luis, San Luis Argentima.

La mayorfa de los procesos bioquimicos no son fendmenos
egpeciales sino mds bien el resultado de un conjunto de
transformaciocnes que obedecen las mismas leyes que las
reacciones quimicas comunes. Por ello numerosas materias
de la Carrera de Bioquimica que hacen a la profesifn en
si (Bacteriologfa, Andlisis Clfnicos, Farmacologia,Qui-
mice BiolSgica, ete.), requieren para su desarrollo el
conocimiento previo de conceptos y leyes fundamentales

de Cinética Quimica. Por otra parte se observa frecues-
temente que la ensefianza y aprendizaje experimental de
los temas cinéticos no se realiza directamente sobre sis
temas biolSgicos. Esto provoca en los estudiantes de
Ciencias de la Vida un cierto desinterés por la Cinéti-
ca, a la cual ven como un compendio de recetas y proce-
dimientos matemdticos de diffcil aplicacidn. En este tra
bajo y para facilitar la integracidn de conocimientos b3
gicos de Cinética de Reaccifén con asuntos y cuestiones
que importan a la Bioquimica Aplicada, se presenta un sis
tema criginal muy conveniente para la ensefianza, apren—
dizaje y aplicacidn de conceptos como velocidad especi-
fica de crecimiento de microorganismos, tiempo de gene-
racién, mecanismos de inhibicifn bacteriostd@tica, ete .
Se determinan las curvas de crecimiento de E.col{ ATCC

25 922) en caldos nutritivos adicionados de 2',4-dihi ~
droxichalcona obtenida por sfntesia, Las mediciones ci-
néticas se realizan empleando un método turbidimétrice

a 720 um. Las experiencias propuestas son muy sencillas
de efectuar, utilizan herramientas matemdticas muy sim-
ples y 38lo requieren instrumental comfin de laboratorio.
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DETERMINACION DE LA VELOCIDAD ESPECIFICA DE INHIBICION
DE MICROORGANISMOS Y DE CONSTANTES DE ESTABILIDAD DRO-
GA - TRANSPORTADOR QUIMICO MEDIANTE REGRESION NO IINEAL
(Determination of inhibition specific rate of microor-
ganisms and stability comstants of drug ~ chemical car-
rier by no lineal regression). Blanco, S.E., Segovia,

R.F., Debattista, N.B., Pappano, N.B. y Ferretti, F.H.
Catedras de Quimica-Fisica II y Microbiologfa Indus —

trial, Facultad de Quimica, Bioquimica y Farmacia. lni
versidad Nacional de San Luis. San Luis. Argentina, ~

La velocidad de crecimiento de los microorganismos de-
pende de una serie de variables y factores tales como
pH, temperatura, aireacidn, agitacidn, etc. Reciente-
mente ge determiné que el desarrollo de bacterias gram
positivas y gram negativas en caldo nutritivo a 33 °cC,
y pE 7 ajustado con buffer PO HZK:POAHNaz‘ disminuye
notablemente con el agregado ée cantidadés de flavonoi
des menores que 100 ug/ml., El efecto bacteriostitico e
jercido por estas sustancias se interpretd mediante un
mecanismo de inhibicién de tres etapas que involucrala
formacidn de un complejo droga - transportador quimico
La dependencia de la velocidad de crecimiento especifi
ca de los microorganismos estudiados con la concentra-
cién de droga adicionada &l medio de cultivo se expli-
ca por medio de una ecuacifn cin€tica con cuatro pari-
metros., A partir de esta ecuacidn, usando un método de
regresién no lineal, se calcula la velocidad especffi-
ca da iphibicifn de cepas de Staphyfococeus auwreus vy
Escherichia coli (ATCC 25 923 y 25 922), y tambidn la
constante de estabilided de los respectivos complejos
flavonoide - transportador quimico. (El programa de a-
juste utilizado se basa en el método de Newton para ha
cer minima la diferencia entre los valores medidos y_
los valores calculados mediante la funcifn f(x) con pa
rémetros aj). -

PROCESAMIENTO IN VITRO DE SP. TRADUCIDA POR mRNA DE
PLACENTA HUMANA (In vitro processing of SI"1 translated
by human placental mRNA).

Bocco J.L., Flury A, y Patrito L.
Departamento de Bioquimica Clinica. Facultad de Cien-
cias Quimicas. Universidad Nacional de Cérdoba.
Argentina.

En un trabajo previo identificamos, al precursor
de SP. traducido in vitro por poli(A) RNA total de
placen]ta humana, cuyo peso molecular fue de 31%2 Kd.
En el presente trabajo, se hicieron ensayos de procesa-
miento in vitro del mismo suplementando el sistema
de traduccidén acelular con vesiculas microsomales
de pancreas de perro, ensayos de protedlisis limitada
post~traduccional previa estabilizacién de las vesicu-
las con dibucaina e inmunoprecipitacién de SP,.

La imagen fluorografica de un gel de poliacrilami-

da SDS donde se separaron los productos inmunoprecipita

dos indicaron la existencia de un péptido de 28 Kd
y otro de 46 Kd que son protegidos del ataque de las
enzimas proteoliticas adicionadas exdgenamente. El
péptido de 46 Kd no se observé cuando el producto
inmunoprecipitado se sometié a digestién con endogli-
cosidasa H. Un ensayo control, que contenia ademéas
de proteasas, tritén X~100 0,5 Z, no permitid observar
banda alguna.

Se concluye que el péptido traducido de 31 Kd
es traslocado al interior de las vesiculas microsoma-
les, sufriendo el clivaje de su péptido sefial, cuyo
peso molecular seria de 3 Kd, originando la banda
de 28 Kd. La banda de 46 Kd representaria la molécula
madura glicosilada y los pesos moleculares de 90-120
Kd asignados por otros autores a la proteina circulante
en plasma podrian corresponder a formas diméricas
y triméricas de esta molécula.

COMUNICACIONES LIBRES

CAMBIOS EN LA COMPOSICION DE (GLICO)PROTEINAS CUTI_
CULARES DURANTE LA METAMORFOSIS EN LA MOSCA MEDITE
RRANEA Ceratitls capitata. (Changes in cuticular
(glyco)protein composition during the metamorphosis of
the medfly Ceratitls capitata)
Boceaccio, G.L. y Quesada Allué, L.A.
Instituto de Investigaciones Bioquimicas, "Fundacidn
Campomar", (1405) Buenos Aires, Argentina

La sintesis y deposicidn de sucesivos exoesquele—
tos cuticulares a lo largo del ciclo de vida de los
insectos constituye un excelente modelo de diferen
ciacidén. Sus principales camponenetes son quitina y
proteinas. Se estudlaron las (glico)proteinas cuti-
culares insolubles en soluclones salinas y solubles
en SDS 1% (o ™ urea). Los fragmentos cuticulares,
liberados de residuos celulares, se separaron de la
cuticula larval tanificada (pupario) por flotacidn
diferenclal en soluclones sallnas. Se analizaron las
proteinas, parcialmente purificadas, por electrofore-
sie en geles mativos y desnaturalizantes. Se des-
criben 1l proteinas myoritarias en larvas tardias
(LPC) y 28 proteinas pupales (PCP). Estas ultimas
aparecen secuencialmente a lo largo del estadio (13
son tempranas, de las cuales s8lo 5 son permanentes,
y }l tardias). Se detectd la presencia d wna pro—
teina especifica del cambio de larva a pupa. Las
LCP exhiben un peso molecular aparente menor de 40 KD,
en tanto que las PCP parecen de tamafios de hasta 100
KD. Se identificaron 2 glicoproteinas larvales y 11
1icoproteinas pupales tempranas por varios métodos
Hidrdlisis quimica y enzimitica, P.A.S., "Affino-
blotting" (Con.A/peroxidasa/ sustrato cramdgeno)
ete.] Se concluye que diferentes grupos de (glico)
proteinas se manifiestan secuencialmente, reflejardo
probablemente un fendmeno de activacidn/desactivacidn
de genes especificos a lo largo del cleclo de vida.
Por andlogia con lo conocido en Drosophila melanogas—
ter, esta expresidn estaria regulada por la hormona
de la muda, 20-hidroxiecdisona.

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE UNA/3-LACTA -
MASA DE AZOSPIRILLUM LIPOFERUM. (Isolation and
characterization of a /3 -lactamasa from Azospirillum li-
poferum). Boggio, S.B., Dfaz Ricci, J.C., de_Mendoza,D.
y Roveri, O.A.

Centro de Estudios Fotosintéticos y Bioqufmicos (CONI-
CET, F.M. Lillo, Universidad Nacional de Rosario) Suipa-
cha 531, Rosario, Argentina.

Azospirillum lipoferum es un microorganismo habitante
del suelo muy resistente a ampicilina, Se ha sugerido que
esta resistencia se deba a la presencia de una actividad
tipo A -lactamasa pero no se han demostrado, hasta ahora,
evidencias conclusivas.

Se ha aislado y parcialmente purificado una enzima
con actividad de -lactamasa a partir de cE&lulas de
Azospirillum lipoferum RG20. Esta enzima posee un peso
molecular de aproximadamente 28.500, es capaz de hidro-
lizar penicilina (KM=155 uM) y nitrocefina (KM=27 uM),
es inhibida por 4cido penicildnico sulfona (KI=50 uM) y
no requiere cationes divalentes.,

La enzima se produce a un nivel basal bajo que au-
menta unas quince veces con la adici6n de benzilpenici-
lina; este aumento es bloqueado por la presencia de clo-
ranfenicol o rifampicina,

En suma, Azospirillum lipoferum RG20 produce una
/A -lactamasa Inducible, probablemente responsable de la
resistencia del microorganismo a los antibiSticos /3 -lac-
t&micos.

Subsidiado por CONICET y Fundaci6n Roemmers {Argen-
tina).
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COMPOSICION Y FLUIDEZ DE LIPIDOS AISLADOS DE
MEMBRANAS DE ERITROCITOS HUMANOS ESFEROCITICOS
(Composition and fluidity of lipid isolated
from membranes of human spherocytic erithro-
cytes).Bonilla S.,Carrefo C.,Ullrich H.,L8pez L
Montalar Y., ,lelTedén G.,Departamentos de Flsiolg
gla Normal y Patoldglca,Bioquimica y Quimica,
Facultad de Medicina, Universidad de Valparafso.
(Patrocinio: C. Behn),

En membranas de eritrocitos humanos esferocfi-
ticos con esqueleto proteflco defectuoso observa
mos un aumento de Vla fluidez de )a matriz lipf-
dica. En el presente trabajo se investiga la po
sibliidad que ello se deba a alteraciones en la
composicién lipfdica de ta membrana y en la
organizacidén de los 1fpidos aislados.Extractos
lipfdicos de membranas esferocfticas y normales
se obtienen seqgin ¢! método de Folch modificado.
La cromatografia bidimensiona)l en capa fina y
ia cromatograffa gaseosas no indican diferencias
en cuanto a fosfollfpidos y &cidos grasos respec
tivamente.lLa relacidn molar colesterol/fosfoll~
pidos fue 0.997%0.117 en membranas esferocfti-
cas{n=k4) y 0,983%0.102 en normales.Liposomas
unilamelares de extractos de 1Tpidos de membra-
nas esferoclTticas y normales, preparados por el
método de inyeccidén de los I1Tpidos disueltos en
cloroformo a buffer salino pH7.4,se incuban en
presencia de 3lbumoles/l de pireno y se separan
de microagregados por filtracidén en BioGel P-30,
Ls relacién de )a intensidad de fluorescencia
excfmero/monomero,usada como indicador de flui-
dez fue 0.143%0.03 en normales(n=3) y 0,160 y
0.132 en dos pacientes esferociticos.Se conclu-
ye que el aumento observado en el eritrocito no
puede atribuirse a alteraciones en los ifpidos
aislados.Las modificaciones in situ pueden de-
berse a defectos en el esqueleto proteico de la
membrana. DICT (UV).

DISTRIBUCION SUBCELULAR DE LA PRENILTRANSFERA-
SA EN FLAVEDO DE Citrus sinensis (Subcellular
distribution of prenyltransferase in Citrus
sinensis flavedo)., Bravo, C. Dep.Bioq. y Biol.
Mol., Fac.Cs.Quim, y Farm. U, de Chile (Patro~
cinio: Dr. O. Cori).

El gran niimero de isoprenoides con diferen-
tes funciones, que se forman en tejidos vege-
tales, sugieren la existencia de vias parale-
las para su biosintesis presentes en distintos
compartimentos subcelulares.

Se estudidé la distribucién de la preniltrans-

ferasa, enzima que cataliza una de las etapas
comunes para la biosintesis de los terpenos.
La actividad enzimidtica se encontré asociada a
cromoplastos intactos y a una fraccidén soluble.
Ambas formas de enzima se compararon en cuanto
a masa molecular, requerimiento de metales bi-
valentes, comportamiento frente a reactivos mo-
dificadores de aminodcidos, estabilidad, etc.

Los resultados indican que existen diferen-
cias en el comportamiento de ambas formas de
enzima, lo que confirma que la preniltransfera
sa de la fraccién soluble no corresponde a una
enzima liberada por ruptura de los cromoplastos
La presencia de dos formas de preniltransferasa
ubicadas en diferentes compartimentos subcelu-
lares, apoya la existencia de vias paralelas
para la biosintesis de los diferentes compues-
tos de estructura isoprénica.

Trabajo dirigido por L.M.Pérez.

Proyectos 5001/85 FONDECYT y B 2078-8622 DIB.
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LIPIDOAZUCARES EN RHIZOBIUM TRIFOLIL
(Lipid linked sugars in Rhizcbium trifolii) Bosch,

M., Ifin, N., Dankert, M. Instituto de
Investigaciones Bioquimicas Fundacidn Campomar,

Facultad de Cienclas Exactas y Naturales, UBA y
CONICET, Buenos Aires, ARGENTINA.

Bacterias gram-negativas del género Rhizobium
infectan raices leguminosas y forman ndodulos donde
se fija nitedgeno atmosférico. Los exopolisacdridos
(EPS) que estas bacterias producen, parecen estar
involucrados en las primeras etapas de infeccidn, y
por lo tanto de la nodulacidn. Se ha iniclado el
estudio de la blosintesis in vitro del EPS que pro-
duce Rhizobium trifolii U226. La unidad repetitiva
propuesta para este EPS es la siguiente (Jansson et
al., Carb. Res. 75 (1979) 207-220).

4G1cA--UGlc—--UG1c
6

|
Gal--3Glc--4Glc-~ 4Glc

Utilizando un preparado enzimitico, consistente
en células permeabllizadas con EDTA, se ha obser-
vado incorporacidn de radicactividad a material
extraible con cloroformo metanol agua en relacidn
1:2:03, , luego de ncubar en prfﬁencia de
UDBG1e (Y4c), UDPGle(32P), y UDPGleA(IYC). Estos
compuestos son labiles en medio acido, sensibles a
hidrogenacidn catalitica en presencia de platino;
por tratamiento alcalino suave dan ésteres
fosfdricos ciclicos y se retienen en columas de
DEAE celulosa en metanol 99%. Estas son carac-
teristicas de prenildifosfoaziicares. La estructura
de 1a porclén oligosacaridica de estos campuestos
estd en estudlo. Se piensa que son intermediarios
lipidicos en la sintesis del EPS.

CINETICA DEL TRANSPORTE DE L-ALANINA Y L-LEUCINA EN LA
INTERFASE SANGRE-EPITELIO GASTRICO. {(Kinetic of L~
alanine and L-leucine transport at the blood - tissue
interfase of gastric epithelium). Bravo, I.*, Fuentes,
O.** y Pozo, M.*. *Depto. de Fisiologfa, Fac. de Cien-
cias Bioldgicas y R. Naturales, ** Depto. de Ciencias
Bisicas, Instituto Profesional de Chillé&n.

Estudios previos realizados en nuestro Laboratorio
sugieren que en la interfase sangre-epitelio gdstrico
operan sistemas de transporte de aminodcidos considera-
dos universales. En este trabajo, disefiado con el fin
de caracterizar las agencias que transportan L-alanina
y L-leucina, se presentan los resultados obtenidos en
estdmago de perro.

En un segmento del cuerpo del estdSmago perfundido
a flujo congtante (0,23 ml/min.g). con Tyrode-alb@mina,
utilizando la técnica de dilucidn de trazadores en mez-
cla, se encontrd que alanina-H3 y leucina-H3 son capta-
dos en un 30,6 + 12,2 y 35,1 * 13,2, respectivamente.
La captacién celular (U) de alanina-H3 fue inhibida por
adicién del isfmero frio (2 a 12 mM) o reemplazando al
Nat por colina. Adem&s fue inhibido por L-serina. El in
flujo de alanina (v = Ca.U.0.) sigue una cinética de sa
turacidn con un kM aparente de 2,56 mM y una Vmix =
258,5 nM/ml.g. La captacifn de leucina-#3 fue inhibida
en presencia del isémero frfo (de 10 a 60 mM) y muy le-
vemente en ausencia de Nat.

Aparentemente en la membrana basolateral del epite
lio gadstrico operan al menos dos sistemas de transporte
de amino acidos neutros. Uno dependiente de Na*, que
exhibe afinidad relativamente alta para la L-alanina y
probablemente también para la serina y cistefna (tipo
ASC). Otro, que aunque de menor afinidad, posee mayor
especificidad por L~leucina y probablemente también por
otros amino Acidos neutros de cadena larga.

Proy. DI. N° 20.33.17 y 33.03.22
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ES 1A RNA POLIMERASA I DE LEVADURA UNA PROTEINA GLIOCOSI-
LADA? (Is yeast RNA polymerase I a glycoprotein?).
Bravo,M., Riffo,R. y Bull,P, Laboratorio de Bioguimica,
Dpto. Biologfa Celular, Facultad de Ciencias Biol&gicas,
Pontificia Universidad Cat6lica de Chile.

La RNA polimerasa I de levadura es una enzima que ca-
taliza la sintesis de RNA ribosamal y se ubica en el nu-
cléolo. Se desconocen las sefiales gue determinan su lo-
calizacién subcelular. Por otro lado, se sabe que la
glioosilacién de ciertas protefinas es un proceso funda -
mental para la transicifn Gl/S en levadura, y que levadu
ra tiene vias de glicosilacifn semejantes a las de orga-
nismos superiores. En este trabajo se pretende averi -
guar si la RNA polimerasa 1 presenta hidratos de carbono
en su estructura.

La enzima se purificd a homogeneidad. Se determind
su afinidad por la lectina Concanavalina A (Con A) en oo
lumas y en geles desnaturantes. Se analiz6 la activi -
dad de la enzima en presencia de la lectina. Ademds, se
adaptaron levaduras a crecer en un medio sin glucosa, y
se realizaron experimentos de incorporacifn in vivo de
manosa -2-°H a cultivos en fase logarftmica de levadura
adaptada, luego de los cuales se immunoprecipité la enzi
ma a partir del extracto. Se determinS la radiactividad
asociada a las subunidades por fluorografia.

Los resultados muestran que la actividad de la RNA po
limerasa I no se modifica en presencia de Con A hasta al
menos 4.5 uM. La enzima se retiene en columa de Con A-
Sepharosa y es elufda con NaCl 0,1 M, pero no con o-me -
tilmandsido. La subunidad de 137.000 une Con A-FITC,
aunque en menor proporcién que glmoproteinas conocidas
camo IgM o ovoalblmina. Por marcacifn in vivo esta mis-
ma subunidad incorpora manosa-2-°H en pequena cantidad.

Los datos disponibles hasta este momento, sugieren
que si hubiera un componente hidrato de carbono en la en
zima, &ste no serfa importante.

Financiado por Proyecto 1177/85 FONDECYT.

ESPERMATOGENESIS EN ANIMALES ADULTOS DE Tegula
(Cblorostoma) tridentata (POTIEZ Y MICHAUD, 1838)
(MOLLUSCA, GASTROPODA). (Spermatogenesis in adults
animals of la, (Chlorostoma) tridentata (Potiez
y Michaud, 133%5 (Mollusca, Gastropoda)., Brown, D.
Departamento de Biologfa Celular y Genétxca, Facul-
tad de Medicina Norte, Universidad de Chile.

2.(2.) tridentata Arqueogastropodo del intermareal
es dioico de fecundacibn externa. las peculiarida-
des de espermatozoides primitivos en organismos con
tal modalidad reproductiva, comparativamente, hace
interesante caracterizar el gameto y la espermato-
gendsis.

Gbénadas de animales de Babfa la Herradura
(Coquimbo, Chile), fueron disecadas, fijadas, des—
hidratadas e incluidas en pléstico, Bl estudio se
realizd en cortes semifinos para M.0. y finos para
M.E.T.

La espermatogénesis ocurre en tibulos gona-
dales con limen (vaso "sanguineo"). La lfnea germi-
nal se desarrolla en forma centrifuga bacia el antro
gonal. Se caracteriza un tipo celular posiblemente
sugtentacular y 3 tipos de espermatogonias., Citos I
ya poseen grianulos proacrosdmicos. la espermiohisto-
gendsis desde espermdtida esférica pequefia se carac-—
teriza por: Polarizacibn de mitocondrias adosadas a
carioteca hasta formar nebenkerne de mitocondrias
voluminosas en parte posterior del ndcleo; coales-
cencia de grdnulos preacrosbmicos en vesfcula acro-
sbémica; polarizacibn de &sta en parte anterior y
transformacibn en complejo acrosbmico cbénico promi-—
nente,con espacio subacrosdmico que aloja un rodete
axialj condensacién de la cromatina con formacibn de
un nicleo reducido cilfndrico corto, con indentacién
anterior presentando rodete, e indentacibn posterior
con centriolo proximal perpendicular al distal que
origina flagelo tfpico.Caracterfsticas del acrosb~
ma permiten inferir su interaccién especial con en-
volturas del huevo.

COMUNICACIONES LIBRES

EFECTO DEL ACIDO ARAQUIDONICO EN LA CONSTITU-

CION DE LOS LIPIDOS DEL TRIATOMA INFESTANS
(Vinchuca). Effect of arachidonic acid in the lipid
constitution of Triatoma infestans, Vinchuca), Brenner,

R.R. y Bernasconi, A.

Instituto de Investigaciones Bioqufmicas de La Plata
(INIBIOLP), UNLP-CONICET, Facultad de Ciencias
Mé&dicas, Universidad Nac.de La Plata, Argentina,

En Ifneas generales el &cido linoleico no es sintetizado
por los insectos. Tampoco es convertido en A&cido
araquidénico como sucede con otros animales. El T.

infestans a diferencia de otros insectos y por ser
hematbfago ingiere ambos &cidos con la sangre. En
consecuencia, interes6 estudiar si existe una utilizacién

especial del &cido araquidbnico por ese insecto. Por
ello se analizé la composicién lipldica y la composicién
de los &cidos grasos de cerebro, gonadas y cuerpo

graso de insectos machos y hembras. Se demostrd
que ambos Acidos son incorporados preferentemente
en los fosfolfpidos, pero mientras el linoleico lo hace

en proporcién uniforme, el araquidbnico es secuestrado
especlficamente por el fosfatidilingsitol. Cerebro y
gonadas contienen cantidades importantes de araquidbnico
pero la mayor proporcién aparece en gonadas masculinas.
Las gonadas femeninas virgenes tiemen menos &cido
araquidénico, En las gonadas masculinas el araquid6nico
no sblo es secuestrado por el fosfatidilinositol sino
también por la fosfatidilcolina. Los espermatdforos
contienen cantidades elevadas de araquidénico que
son transferidas a la hembra. Existe una posible relacién
entre las cantidades importantes de araquidbnico en
los 6rganos masculinos con la produccién de prostaglandinas
y la ovoposicién.

EFECTO DE PROPRANOLOL Y SUSTANCIAS CON ACTIVI-
DAD FEROMONAL SOBRE EL COMPORTAMIENTO SEXUAL DE
LA RATA MACHO. (Effect of propranolol and subs
tances with pheromonal activity on the male rat

sexual behavior). Bruzzone M, E., Zipper J.,
Balboa P., Chdvez M. y Cabrera C.; Depto. Fi-

siol. y Biof., Fac, Medicina, lIniv. de Chile.
Sustancias con actividad feromonal son produ
cidas en la hip6fisis posterior de la rata hem~
bra bajo estimulacién B adrenérgica. Se excre-
tan por la orina y estimulan la conducta sexual
de los machos. Se estudié el efecto de proprang
1ol oral (20 mg/d. x 4 ds.) sobre la actividad™
sexual de un grupo de machos. Otros grupos tra-
tados con propranolol recibieron ademids sustan-
cias con posible accién feromonal por via orona
sal. Al 4° dia se colocd cada macho con 3 hem-—
bras en proestro. Al dia siguiente se determiné
el %t de cruzamiento por 1la presencia de esper-
mios en el frotis vaginal Al 9° dia postcoital
se cuantific6é el n° de implantaciones confirman
do el % de coitos fértiles. El propranolol dis-
minuy6 significativamente el % de cruzamiento
(21,2%) con respecteo al grupo control tratado
con salino (36,6%). F1 efecto fue revertido por:
inyeccién de epinefrina (E)} en los machos
(61,1%), presencia de hembras en proestro inyec
tadas con E (61,1%) y los siguientes estimulos™
oronasales: E (72 7%); orina de hembra en proes
tro inyectada con E (72,2%); orina de hembras
ovariectomizadas (72, 2%), orina de hembras ova-
riectomizadas inyectadas con F (77,8%); homoge-
nizado de hip6fisis posterior de hembras inyec-
tadas con E (72,2%) y homogenizado de médula
adrenal de hembras en proestro (50%). Los resul
tados sugieren aue la E de 1a médula adrenal de
sempefiarfa un rol en la produccién de feromonas
urinarias de origen neurohipofisiario sin apa-
Tente participacifn de las hormonas oviricas.
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ESTRUCTURA DE 4 B - LACTAMASAS DE BACILOS CEREUS
(Structura of 4 B -lactamasas from Bacillus cereus)
Bunster, M., Carrillo, O., y;rgas, V. e Cid, H.

Depto. Biologfa Molecular, Facultad de Clencias Biolégi
cas y de Recursos Naturales, Universidad de Concepcidn.

Las B-lactamasas son enzimas responsables de la i-
nactivacién de antibiSticos B-lact&micos tales como pe-
nicilinas y cefalosporinas. Su estructura terciaria
es afin desconocida, pero estudios de estructura secundg
ria han permitido proponer un modelo estructural y un
mecanismo catalftico comunes para 4 B-lactamasas obteni
das de B. cereus, B. lincheniformis, S. aureus y E. co-
1i.

Una prediccién de estructura secundaria de otras
3 B-lactamasas IITI, cepa 569H y B-lactamasas secuencia-
das recientemente, provenientes de B. cereus: B-lactama
sa I cepa 5/B, B-lactamasa II1I, cepa 569H y 69H y B-lactamasa
11, cepa 569H, por los métodos de Chou y Fasman y perfi
les de gudrofobicidad, han permitido establecer la con-
servacién del modelo de 2 dominios y la factibilidad
del mecanismo catalftico propuesto, para la dos prime-
ras. La B-lactamasa II, que requiere Zn como cofactor,
presenta una estructura muy diferente: Se propone un mo
delo tridimensional de estructura secundaria y la posi-
ble ubicacifn del sitio activo para esta enzima. Este
modelo es compatible con la proximidad de His 86-His 88,
His 210 y Cys 169, ligandos del Zn.

Es interesante hacer notar que tanto B-lactamasa I
5/B y B-lactamasa III 569H obtenidas de B.cereus, pre-
sentan en algunas zonas una mayor homologfa estructural
con la B-lactamasa de B. licheniformis, que con la B-
lactamasa I 569H de B. “cereus.

Proyectos de Investigacibn:
20.31.12, D.I, Universidad de Concepcién
1085 FONDECYT.

CARACTERIZACION DE UN DERIVADO FRUCTOSA-1,6-BISFOSFATASA-
N-ETILMALEIMIDA ACTIVO INSENSIBLE A INHIBICION POR FRUC-
TOSA-2,6-BISFOSFATO (Characterization of a fructose 1,6-
bisphosphatase-N-ethylmaleimide active derivative insen-
sitive to fructose 2,6-bisphosphate inhibition). Burgos,
M.E., Reyes, A. y Slebe, J.C. Instituto de Bioquimica,
Universidad Austral de Chile, Valdivia.

Se sabe que la fructosa-l,6-bisfosfatasa (FBPasa) de
rifién de cerdo contiene residuos cistei{na, esenciales
para la activacién de la enzima por K*, cuya reactividad
es aumentada por AMP (Reyes et al. Biochem. Biophys. Res.
Commun. 127, 373, 1985). E1 tratamiento de la enzima
(50 uM subunidad) con N-etilmaleimida (NEM, 100 uM) a
30°C, pH 7,5, por 5 min y en presencia de AMP (200 uM)
resulta en la modificacién de un grupo SH/subunidad. En
este trabajo presentamos un estudio de las caracteristi-
cas cinéticas de la FBPasa as{ modificada.

E]l derivado activo que se forma es completamente in-
sensible a inhibicién por fructosa-2,6-bisfosfato
(Fru-2,6-P,), un regulador potente de la enzima nativa.
La pérdida de la inhibicidn se explica por la incapacidad
del derivado modificado de unir Fru-2,6-P,. Asimismo, la
presencia del azicar durante la 1ncubac1gn con NEM pro-
tege a 1la enzima de la pérdida de inhibiciém por
Fru-2,6-P,. Por otra parte, la enzima modificada no pre-
sentd }nhibicién por exceso de sustrato y fue inhibida
por K . Una comparacién de otras propiedades cinéticas
entre las enzimas nativa y NEM-modificada revela algunas
diferencias (pH Sptimo, K_ para Mg?*, K, y V,,, para
Fru-1,6-P;, 10'5 para AMP), pero ninguna es tan notable
como la completa pérdida de sensibilidad hacia Fru-2,6-
P, de la FBPasa NEM-modificada.

Los datos demuestran que la interaccién de Fru-2,6-P
con FBPasa es de naturaleza exclusivamente alostérica,
punto que era controvertido. Ademéds, indican que la
inhibicién por exceso de sustrato de la enzima nativa se
debe a la unién del Fru-1, 6—P al sitio alostérico para
Fru-2,6-P, .

(Flnanczado por: DID-UACH, S-85-26; FONDECYT, 1199).
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EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE PROPIEDADES CATALITICAS
DE GLUTAMATO DEHIDROGENASA DE TRYPANOSOMA CRUZI

(effect of temperature upon catalytic properties of
glutamate dehydrogenase from Trypanosoma cruzi)
Burgos, C., Gerez de Burgos, N.M., Rovai, L.y Olcina, M.

Citedra de Quimica Bioldgica, Facultad de C. Médicas,
Universidad Nacional de Cérdoba, Cérdoba, Argentina.

En nuestro laboratorio se demostrd que las dos iso-
zimas de a-hidroxidcido dehidrogenasa de epimastigotes
de T. cruzi son capaces de ajustar instantdneamente su
actividad catalftica en respuesta a los cambios térmi-
cos del ambiente. El efecto se evidencia por el hecho
de que la eficiencia catalftica relativa (V/Km) se man-
tiene constante entre 10° y 30°C.

Se ha extendido el estudio a glutamato dehidrogena-
sa NADP dependiente (GlutDH), purificada de epimastigo-
tes de cultivo. Con fines comparativos, hemos incluido
ia misma enzima obtenida de un poiquiltotermo (vibora
yarard) y de un homeotermo (pollo).

Para la enzima de ofidio, el aumento de la relacidn
V/Km con la temperatura es significativamente menor que
el que se observa con la enzima de homeotermo, lo que
indica la existencia de mecanismos compensatorios en el
poiquilotermo. Con la enzima obtenida de T. cruzi, la
mayor eficiencia catalftica se observa a 20°C. Este
efecto es debido a que la velocidad mdxima es la misma
tanto a 20° como a 30°C, con un ligero descenso de la
Km a la temperatura menor. Entre 20° y 10°C el compor-
tamiento es similar al del homeotermo.

Estos resultados sugieren que, al menos in vitro,
la GlutDH de T. cruzi aparece dotada para funcionar con
mayor eficiencia a 20° que a 30°y 10°C.

CARACTERIZACION PARCIAL DE TIROSINA PROTEIN
QUINASA DE LINFOCITOS ACTIVADOS CON LECTINAS
(Partial characterization of Tyrosine Protein
Kinase from lectin-activated 1ymphocytes)
M., & Klempau, A.

Depto. Biol. Molec. y Depto. Microbiol., Fac.
Ciencias Biol. ¥ de R.N,, Univ. de Concepcién.
(Patrocinio: L. Sdnchez).

La actividad de tirosina protein quinasa ha

sido asociada al control de la proliferacion
celular.

Los 1linfocitos T, en presencia de fito-
hemaglutinina sufren transformacién blastica

acompafada de un aumento de la fosforilacibn de
proteinas en residuos de tirosima, sugiriendo
que esta transformacién conlleva un aumento de
la actividad de tirosina protein quinasa.

La enzima fue investigada en linfocito T
activados con lectinas utilizando <(gamma®<P)
ATP y caseina como sustratos.

Se detectd actividad, se estudi6 el
de tiempo en la velocidad de reaccién, el efec-
to de concentracié6n de c%seina E ATP, el efecto
de concentracién de Mg y Ma*2 » su distribu-

efecto

cién intracelular.
En la curva de progreso 39 observa lineali-
dad hasta los 30 min. ¥ Mn*Z aumentan la

actividad enzimitica siendo Mn*Z e1 mejor acti-
vador ., Los Km para caseina y ATP fueron 0.5
mg/ml y 10uM respectivamente. La mayor activi-
dad se encuentra en la fraccién correspondiente
a membranas, presentando un 84.9% la fraccibn

soluble en Tritén X-100 y un 13.1 la fraccibn
detergente insoluble.

Financiado por la Dir.Ilnv. U. de C. a través
del Proyecto de Tesis de Magister, Proyrecto

20.36.01 ¥ Depto. de Biol. Molecular.
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CULTIVO DE EXPLANTES TISULARES II. GRADO DE LISIS Y SU
PROTECCION POR EL ACIDO S-AMINOLEVULICO. (Tissue
explants cultures II. Cellular lysis and the protection
by the &-aminolevulic acid). Buzaleh, A.M.; Navone, N.N.
Schoua, A.E.M,; Vdzquez, E.S.; Polo, C.F.; Afomso, S.G.
y Batlle, A.M. del C.

Centro de Investigaciones sobre Porfirinas y Porfirias
(CIPYP)-CONICET - Facultad de Ciencias Exactas y Natura
les, Universidad de Buenos Aires

Se ha desarrollado un sistema de cultivo de tejidos
que puede permanecer metabSlicamente viable por un perio
do de 48-72 horas (SAIB, 1985). Una de las importantes a
plicaciones de este modelo es la posibilidad de determi-
nar la toxicidad cut@nea de un cierto compuesto y de in-
vestigar su mecanismo de accidn. Ademds, se pueden em-
plear explantes de piel provenientes de distintas espe-
cies,lo cual hace posible la comparacidén de los resulta-
dos y la extrapolacidn de datos obtenidos en animales al
‘:ombre; para ello es necesario normalizar los valores te

iendo en cuenta el grado de lisis de los tejidos.

Con el objeto de cuantificar la lisis celular se es
tudid la presencia de enzimas marcadoras citoplasmiticas
ty mitocondriales en los medios de mantenimiento de ex-
plantes de piel e higado. Se detectS actividad de LDH pe
xo no de GLDH. La aplicacidn de diversos tratamientos so
bre los medios de mantenimiento (sonicacifn, concentra-
cidn,etc.) o sobre los explantes (congelamiento y descon

elamiento) s6lo condujo a un incremento de actividad de
DH.

Se encontrd que el ALA (0,8 mg/placa) ejercerfa un
efecto protector digsminuyendo la lisis.

Se definib el grado de lisis de los explantes como
una funcidn de la actividad de LDH en el medio de mante-
nimiento.

ALGUNAS CARACTERISTICAS DE LA FOTOSINTESIS DEL FITOD
PLANCTON ANTARTICO.(Some characteristics of photosynthe
sis in antarctiec phytoplancton).

Cabrera,S.* Montecino,V.# v Graf,M.E.*

¥Departamento de Biologfa Celular y Genética,Facultad de
Medicina,# Departamento de Ciencias Ecaldgicas,

Facultad de Ciencias,Universidad de Chile.

Las fluctuaciones en la temperatura del aire en el territo
rio antartico,desde -70° a 5°C hace dificil el desarrollo de
vegetacibn en este medio.En cambjo en el agua varia solo
entre -2° vy 5°C.AGn mas,en el mar la salinidad disminuye

el punto de congelacitn del agua.Ambos aspectos son deci
sivos para que organismos fotosintetizadores colonicen
preferentemente los ambientes acuéticos en esta regi6n.
A 63°S.las microalgas reciben un 56% menos de radiacion to
tal anual que a 34°S,sin embargo la Radiacion Fotosintéti
ca Activa (R.F.A.) equivale solo a un 49% de este total en
ambos casos.

Estudios orientados a conocer la fotosintesis en estos eco
sistemas acuéticos en verano demostraron que: 1) en cuer
pos de agua limnicos la R.F.A. alcanza por lo general has
ta el fondo,lo que favorece el desarrollo de fotosintetiza
dores benténicos(Bri6fitas) que se presentan con gran den
sidad .Esta implica que la entrada de energia al ecosiste
ma por las macr6fitas ,puede ser de igual o mayor impor
tancia que por el fitoplancton. 2)En el ambiente marino:
a)Lla penetracion de la R.F.A. tiene relacion inversa con la
biomasa (Clorofila g,Cl a ) en los niveles superficiales del
mar. b)Mientras menor es la cantidad de Cl a en la colum
na eufttica,mayor es el carbono fijado por unidad de Cl a
(Praductividad primaria especifica), c) Las areas con bajas
biomasas fitoplanct6nicas (Cl a)fijan una cantidad de car
bono igual o mayor que otras donde la densidad fitoplanc
tonica es elevada.De acuerdo con estos resultados parece
necesario revisar para las areas oceénicas el concepto de
pobreza v riqueza fitoplanctbnicas.

Financiamiento I.N.A.CH. y DIB -N-2449-86/15 U.de Chile

COMUNICACIONES LIBRES

INTOXICACION POR CIANURO Y ACCION DE LA S-ADENOSYL ME-~

TIONINA ~ (Cyanide intoxicacion and the effect of $-
Adenosyl Methionine). Buzaleh, A.M.;Vazquez, E.; Wider,
E. y Batlle, A.M. Centro de Investiga-
ciones sobre Porfirinas y Porfirias-CIPYP (CONICET y
FCEN, UBA).

Los efectos tSxicos provocados en los mamiferos por
el cianuro son bien conocidos. Este compuesto ejerce su
acciSn primaria inhibiendo la citocromo oxidasa (cit.
ox.) y en menor grado otras enzimas como la aminolevi{ili
codehidrasa (ALA-D), y se detoxifica por conversidn a
sulfocianuro en una reaccidn catalizada por la rodenasa
(Rod.).

Se ha estudiado el efecto de la intoxicacidn aguda
por cianuro sobre los metabolismos del azufre y del he-
mo, utilizando ratones a los que se le administrd KCN
sc en dosis variables (1-10 mg/kg), otro grupo recibid
simultineamente con el KCN. una dosis de 15mg/kg de S-
Adenosyl Metionina (SAM); otro lote s8lo recibid SAM y
el grupo control el vehfculo. A distintos tiempos (0-60
min) se sacrificaron los animales y se investigaron los
niveles de cit. ox. Rod. y ALA-D, contenido de § 13bil,
SCN y tiosulfato en higado y sangre.

En los animales intoxicados se observd disminucidn
del 50%Z de Rod., del 30-60% de cit. ox. y del 20-25%
del ALA-D y correspondiente aumento de CN en higado.Los
datos de S-18bil, SCN y tiosulfato no variaron con res-
pecto a los controles. En sangre los cambios fueron me-
nos warcades pero evidentes. En los animales intoxicades
que recibieron SAM, la inhibicidn de las enzimas fué mu
cho menor a tiempos cortos y la recuperacidn mds rapida,
sugiriendo cierto efecto protector de este generador de
tioles por la via de su trans-sulfuracidn.

ACCION DEL TAMOXTFEN EN LA PROLIFERACION CELULAR DE TUMDRES MAMARIOS
HUMANOS EN QULTTVO. {Tamoxifen action o cell proliferation of breest.
tumors in culture). G. Calaf, C.Moyano y E. Alvarez. 1.- Dpto.
Biologia. Universidad Metropolitana de Cs. de la Educacitn. 2.- Facul-
tad de Medicina. Divisidn Sur; Stgo.

Modelos de estudio camo aquellos llevados a cabo en animales de
experimentacidn y lineas celulares introducen una herramienta Otil
para el estudio de los antiestrégenos. Tales substancias inducen efec-
tos directos en el tumor mismo, camo en el sistema endocrino, el cual
puede contribuir a la regresién tumoral. El propbsito de este trabajo
fue amlizar la capacidad proliferativa de algunas hormonas y el ta-
moxifen en lesiones mamarias humenas en cultivo de drgano. Con es-
te objeto, se uso 17B estradiol (0.05 ugjml) (E) ylo tamoxifen (0.05
ugiml) (T} como también progesterona (1.0ug|ml) (Prog.) para deter-
minar viabilidad celular y sintesis de DNA de lesiocnes mamarias en
cultivo de drgaro.

Expliantes derivados de tales tejidos fueron cultivados a 379C

(% aire: 5%0.) en un medic quimicamente deficiente adicionado con
hidrocortisona (7.0ug|ml) e insulina (5.0ug|ml) durante 2 y 5 dias.
Estudios histoldgicos se basaron en la viabilidad de las células, au-
torradiografia (indice de marcacidn) y actividad especifica (incorpo-
racitn de timidina tritiada en el DNA). Los resultados indicaron que
no hubo efecto significativo en grupos tratados en camparacion con los
controles, después de 2 dias en cultivo, cuando se analizd células
del estram, conducto y alvéolos como también sintesis de DNA. Sin em-
bargo, hubo un efecto inhibidor inducido por T o E mas T (P£0.05)
después de S dias en cultivo, mientras que E tuvo efecto estimulador
en lesiones malignas (P<0.05). Estudios con E seffalaron que estimu-
laba la sintesis de DNA en tejidos derivados de lesiones con enfer-
medad fibroquistica (P<0.01) y carcionams de mujeres premenopausi-
cas (P<«0.05), pero no tuvo efecto en carcionomas. Por otra parte,
Prog. no tuvo efecto en lesiones benignas, pero inhibid tal sintesis
en carcionomas derivados de mujeres premenoplusicas (P<.0.05)

En conclusidn, este sistema de cultivo nos permite predecir la res-
puesta de las lesiones mamarias ante diversos estimulos.
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APROXIMACION AL MECANISMO CINETICO DE LA ATP
SINTETASA MITOCONDRIAL MEDIANTE EL EMPLEO
DEL ANION INHIBIDOR BICARBONATO (Approach to
the kinetic mechanism of the mitochondrial ATP synthase
by means of the dead-end inhibitor bicarbonate). Calca-

terra, N.B, y Roveri, O.A.
CEFOBI (CONICET, Fund. M. Lillo y Universidad Naclo-
nal de Rosario), Rosario, ARGENTINA,

La H*-ATPasa mitocondrial es la enzima responsable
de catalizar la sintesis de ATP a partir de ADP y a
expensas de un gradiente electroquimico de protones ge-
nerado a través de la membrana interna mitocondrial por
el transporte de electrones desde el NADH o succinato
al oxfgeno.

Fueron realizados estudios cinéticos en un amplio ran-
go de concentraciones de ADP (3 a 1000 uM) y P, (50
a 5000 uM). En todos los casos se obtuvieron cinéticas
biffisicas respecto de ambos sustratos.

La presencia de bicarbonato, anién activador de la
hidr6lisis de ATP (1), no modificd la caracterfstica biffi-
sica de las cinticas si bien result6 ser un inhibidor de
la sintesis de ATP, no competitivo respecto de P,
(K, = 20 mM) en todo el rango de concentraciones ensa-
yadas, competitivo respecto de ADP (K, = 7 mM) a bajas
concentraciones de ADP y mixto respecto de ADP (K'-
20 mM yo = 3.5) a altas concentraciones de dicho sustra-
to.

Estos resultados sugieren que el mecenismo para la
sintesis de ATP corresponderfa a un mecanismo de Ran-
dom Bi Uni o a un mecanismo Ordenado Bi Uni de tipo
"subsite" con el Pl como sustrato conductor.

1) Roveri, O.A. and Calcaterra, N.B, (1985) FEBS Lett.
192, 123-127.

Subsidiado por CONICET (Argentina).

PROTEOGLICANES DE MATRICES EXTRACELULARES DE LARVAS
DE Drosophila. (Proteoglycans from Estracellular
Matrix of Drosophila Larvae). Cambiazo, V. ¥y
Brandan, E. Grupo de Neurobiologia Molecular, P.Uni-
versidad Catdlica de Chile, Santiago.

Estudios recientes han establecido que los pro -
teoglicanes (PGs) de matriz extracelular (ECM) es -
tdn involucrados en adhesidn celular y morfogénesis.
En este trabajo se presenta la caracterizacidn de
los PGs de ECM como una primera etapa en la evalua -
cidn del papel que estas macromoléculas cumplen en
el desarrollo de Drosophila.

Durante la diferenciacidn larval, la mayor in =
corporacibn de 304 ocurre entre el 22 y 3er esta =~
do. 70% de las macromoléculas sulfatadas es sensi =
tle al Acido nitroso, lo que indica ura predominan ~
cia de heparan sulfato. Los PGs fueron solubiliza =
dos con 4M guanidina-HCl, concentrados en Sephadex
G50 y purificados en columnas de DEAE-Sephacel. La
columna fue lavada con un gradiente lineal de NaCl
¥y la mayoria de los PGs presentes fue eluido a
0.45M NaCl. Este material presenta una gran sensi =
bilidad al Acido nitroso. Para establecer cuéntos
tipos de PGs estaban presentes, el material obteni -
do de DEAE-Sephacel fue fraccionado en columnas de
Sepharosa CL-6B, lo que mostrd la presencia de 2
especies con distinto peso molecular. Los resulta =
dos indican que las ECM de larvas de Drosophila po -
seen al menos 2 PGs de heparan sulfato.

En experimentos en marcha se estéd evaluando el
efecto que tienen los B-xilbésidos (interfieren con
el ensamblaje del PG) en el desarrollo de Drosophila

Financiado por proyectos DIUC (77/86) y Fundacién
Gildemeister al Dr. N.C. Inestrosa.
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UN MODELO EXPERIMENTAL DE DESMINERALIZACION DE DENTINA
PULPAR HUMANA. (An experimental model of human pulp
dentine demineralization). Calvo, V.F., Medina, M.E.,
Sénchez, U. Dpto. Ciencias Quimicas y Fisicas, Fac.
Odontologia, Universidad de Chile. {Patrocinante: Aida
TraversoP.)

Se ha divulgado ampliamente la desmineralizacidn
de los conductos radiculares, mediante soluciones que-
lantes tales como EDTA a pH neutro. Sin embargo duran
te la reaccién, la solucidn gquelante se vuelve mas &ci
da.

Previamente habTamos observado que la acidez de!
EDTA parece ser determinante de:

a. La velocidad de desmineralizacidn por EDTA,

b. La velocidad de hidrdlisis 3cida del mineral del
diente,

En este estudio intentamos comprender lo que ocu
rre en el diente mientras las condiciones de acidez del
medio cambian. Se empled como modelo experimental, una
suspensién de hidroxiapatita sintética y se compard con
lo que ocurre en las cavidades pulpares de dientes hu-
manos .

Se encontrd que tanto la liberacién de acido como
el consumo de EDTA son funciones exponenciales del
tiempo, 1o cual estd de acuerdo con el concepto clini-
co odontoldgico de ''capacidad autolimitante del EDTA'.
Este modelo permite explicar,porque la reaccidén tiende
a deternerse antes de haberse agotado todo el quelante,
cémo otros investigadores han determinado. También,
permite disefar modificaciones simples para aumentar la
capacidad quelante y la rapidez con que actila el EDTA
en los conductos radiculares.

(Proyecto D.(.B. Q-2328-8613).

ESTIMULACION AUDITIVA, DIFERENCIAS INDIVIDUALES Y REACT|
VIDAD HEMISFERICA (Auditory stimulation, Individual
differences and hemispheric reactivity). Camposano, S.,
Etcheberrigaray, R. y Lolas, F. Unidad de Psicofisiolo-
afa, Depto. Fisiologia y Biofisica, Facultad de Medicina
Div. Cs. Médicas Norte, Universidad de Chile.

Para la pendiente de la funcidn intensidad/amplitud
del potencial evocado (PE) cortical, hemos estudiado dis
tribucidn hemisférica, influencia de Va modalidad senso-
rial sobre componentes tempranos y tardios y relacién
con potenciales del tronco encefdlico.

Se registré 16 Ss diestros, sexo masculino (edades
20 a 40) con electrodos subdérmicos en vertex, C3 y C4
referidos a mastoides bilateral. Se estimulé mediante
clicks binaurales de 1 ms, frec. 1/seg, intensidades 50,
57 y 90 dB SL, ampliificacién y promediacién mediante com
putador Nicolet CA 1000, tiempo de anilisis 400 ms, fil-
tro pasa banda 0-150 Hz, promedios de 100 estimulos. Se
evalué amplitud y latencia de componentes PiNy, N1P2 y
P2N2, calculando pendientes intensidad/amplitud que fue-
ron positivas en el vertex en la mayoria de los Ss para
PIN1 y N1P2 y negativas para P2N2 en 5 casos. Se obser-
vé correlacidn positiva (Spearman p<0.001) entre vertex
y cada uno de los hemisferios en pendientes de los compo
nentes NiP2 y P2Ny, ausente para PIN{. La pendiente in-
tensidad/amplitud PiNt fue mayor en C3 que en C4 (Wil-
coxon p<0.025). Al agrupar los sujetos segin las pen-
dientes PaN7 en el vertex {positivas o negativas - aumen
tadores o reductores) la correlacidén entre vertex y deri
vaciones hemisféricas est3 ausente en el grupo de los re
ductores sSlo en PaN2. No se observé correlacién entre
variables hemisféricas y potenciales del tronco.

Los resultados concuerdan con datos previos. En la
modalidad auditiva hay raramente '‘reduccidén'' en deriva-
ciones centrales; el hemisferio izquierdo (C3) presenta
pendientes mayores que el derecho. También sugieren la
existencia de diferencias individuales, mids acentuadas
en el componente P,Nj.
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REGULACION DE LA PIRUVATO QUINASA DE GLANDULA MAMARIA DE
RATA. (Pyruvate kinase regulation from rat mammary gland)
Campos, E.O.# Dpto. de Bioquimica y Biologia Molecular,
Fac. Cs. Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile.
(Patrocinio: Dr. M. Sapag-Hagar).

La piruvato quinasa (PK) es una enzima regulable de la
via glicolitica.la isoenzima alostérica posee un control
intracelular (fructosa-1,6-difosfato 6 FDP, ATP, alanina
y 6-fosfogluconato & 6-FG) y un control extracelular por
fosforilacién-desfosforilacién dependiente de AMP cicli-
co via /A receptores, mecanismo de gran importancia en
los tejidos gluconeogénicos.

Hemos establecido la existencia de dos isoenzimas de PK
en la glindula mamaria de rata.Una de ellas, la de mayor
actividad, se encuentra en las células epiteliales secre
toras de la glandula, demostrada por cromatografias en
sobrenadantes de hamogenizados de las cé&lulas aisladas.
Estas células, aisladas por dlgestlon enzimatica contro-
lada son func1onales e incorporan 3H-leucina a caseina
y 3H- ur1d1na a RNA.Asimismo, demostramos que 105/9-receg
tores, ya caracterizados en gldndula completa por nues-
tro Laboratorio, son también operables.

La isoenzima presente en las células epiteliales secreto
ras tiene un Kg,5 de 0.35 mM para fosfoenolpiruvato y
presenta cooperatividad + para FDP (Kg, 5 de 0.08 mM), es
inhibida por ATP y alanina (entre un 40 y 50%) y 6-FG no
afecta su actividad.Estudiocs en células aisladas y en
cultivo de tejido de glindula completa, en presencia de
isoproterenol (0.01 mM), toxina del cdlera (0.15 ug/ml)
6 forskolin (0.05 mM) no muestran efecto sobre la acti-
vidad de la enzima.

Se informa que la isoenzima presente en las células epi-
teliales secretoras de la glindula posee sblo regulacidn
intracelular y no tendria, aparentemente, regulacidn por
fosforilacién, lo que confirmaria la escasa relevancia
de la gluconeogénesis en la glindula mamaria.

(Proyecto B-2116-8623 de la Universidad de Chile,
#Financiamiento parcial por Beca DIB, U. de Chile.

1986).

MODIFICACIONES QUIMICAS ESPECIFICAS EN B-LACTAMASA DE
StheLZa §Lexneni UCSF-129. (Specific chemical modifica
t1ons in B-lactamase from Shigella gLexneri UCSF-129).

Campos, M., A1arcon, ., Gonzalez, H. Rios,
M. & Flores Departamento de Qu1m1ca, Facultad de
Ciencias, Un1vers1dad de Concepcidn.

Las B-lactamasas son producidas por mas de 80 cepas
diferentes y varian considerablemente en sus propiedades
fisicoquimicas. Se caracterizan por hidrolizar el ani--
110 B-lactamico de las penicilinas y cefalosporinas, ge-
nerando compuestos bacteriolfgicamente inactivos; causa
fundamental de la resistencia bacteriana a antibigticos.
De ahi que, nos encontramos abocados al estudio del Cen-
tro Activo de B-lactamasa de Shigella §€exneni UCSF-129,
cepa patégena que presenta resistencia a la ampicilina;
siendo peripldsmica, la enzima producida. Esta se carac
teriza por ser globular, constituida por una sola cadena
polipeptidica de peso molecular 23.600 en 219 residuos a
minoacidicos. Cabe destacar, la presencia de 4 Tyr, 17
Ser, 1 Cys y 25 Pro; siendo Lys el amino dcido N-termi-
nal y -Tyr-Gly-Lys-COOH, el fragmento obtenido con Carbo
xipeptidasa B. Mediante reaccidn con tetranitrometano y
estudios de proteccién con el sustrato, se determind que
una Tyr estarfa en la vecindad del Centro Activo.

Un residuo de Ser se modificd con dcido 6- -8-yodopeni.
cildnico (1:2), inhibidor competitivo y altamente espec1
fico. La reaccidn se 1levd a cabo a pH 7.5, por 5 min.
a 25°C, con pérdida total de Jla actividad enzimética.Ser
formaria un complejo acil-enzima, al igual que en Ta qui
motripsina y en enzimas que intervienen en la sintesis
de la pared bacteriana (e.g. transpeptidasas).

Se establecié que el residuo de Cys no era relevante
en la actividad enzimitica, al modificarlo con: Hg(II) ,
DTNB, PMB, NTCB; en exceso considerable.

Nuestro objetivo final es sintetizar y disefar el in
hibidor especifico que permita recuperar la accidn tera-
péutica original de los antibidticos B-lactdmicos.

Financiado pcr Proyecto Direccidn de Investigacidn
N°20.13.20, Universidad de Concepcidn.
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AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE CEPAS DE Thiobacillus
ferrooxidans DEL NORTE DE CHILE RESISTENTES A ARSENI-
CALES , (Isolation and characterization of moﬁcillus
ferrooxidans arsenic resitant strains from northern

Chile). Campos, G ., y Olivares, H. Unidad de Bioquimi-
ca, Depto. Cs. Blologxcas. Facultad Cs. de la Salud,

Universidad de Antofagasta. (Patrocinio: I. Northland).

En la obtencién de sales solubles de cobre, el pro-
ceso de lixiviacidn bacteriana tiene gran importancia
para el pais. Para poder aplicar este método a los mi-
nerales de baja ley de la zona norte contaminados con
altos niveles de As es necesario contar con cepas de
T. ferrooxidans resistentes al As para ellc se aislaron
a partir de plantas de lixiviacién quimica cepas de_T.
ferrooxidans, las que se denominaron seqgin su origen en
MB y MI.

El crecimiento celular se siguid midiendo la D.0 a
550 nm, por recuento celular y titulacién Fe remanen=
te en el medio de cultivo en presencia de o- fenantro-
lina. De crecimiento en medio s6lido 9 K. a pH 3.0 se
aislaron cepas isogénicas las que se utilizaron para
su caracterizacién y estudiar la resistencia a distin-
tos arsenicales. La caracterizacién se realizé por reac
¢idén de inmunodifusidén en agarosa e inmunoprecipita-
cién liguida analizando los inmunoprecipitados por
electroforesis en geles de poliacrilamida- SDS.

Ambas cepas oxidaron el medio liquido a 9 K a pH 1.5
a 302 C y crecieron en presencia de CuSO, hasta 6 g/1.
La concentracién del arsenical suplementado en el me-—
dio liquido oscild entre 50 y 1.000 ppm. Los resultados
indicaron que ambas cepas crecen en presenciazde As,
siendo los mds tdxicos As 0 y NaASO_ , los que produ-
cen un considerable aumengo en el periodo de retardo
y disminucién en el creclmeggo celular, en cambio los
compuestos que contenian Aas como As y NaHAsO

2 5 4
fueron menos tdxicos.

FINANCIADO: DIEXAT U. de Antofagasta. Proyecto S03-85.

RELACION ESTRUCTURA FUNCION DEL LIPOPOLISACARIDO Y ALGU-
NAS PROTEINAS DE LA MEMBRANA EXTERNA DE THIOBACILLUS
FERROOXIDANS. (Structure and function relationship of
the Tipopoly saccharide and some proteins from the outer
membrane of Thiobacillus ferrooxidans).

Campos, S., GOmez-Silva, y Rodriquez, M.

Lab. Microbiologfa, Fac. Ciencias Biol6gicas, P. Univer-
sidad Catdlica de Chile.

E1 andlisis de Ta estructura y composicidn de la super-
ficie externa del quimiolitdtrofo Thiobacillus ferrooxi-
dans es fundamental para entender su rol en el proceso
de adherencia a minerales durante la biolixiviacién.

E1 lipopolisacdrido (LPS) fue purificado libre de dcidos
nucleicos y proteinas, y fue analizado por microscopia
electrénica y espectroscopia infrarroja, indicando su
semejanza a LPS de enterobacterias gram (-), aunque su
mayor contenido de 1ipidos Te confiere un aspecto menos
compacto al microscopio electrdnico y su toxicidad es
menor que el LPS de E. coli.

La membrana externa posee 5-6 polipéptidos de masa mole-
cular menor a 60 KDa.ETf pol1pept1do de 40 KDa esta pre-
sente en mayor proporcidn y sus caracteristicas electro-
foréticas sugieren un rol de porina a esta proteina.

Estudios de adherencia a calcopirita usando LPS purifi-
cado de Thiobacillus indican que esta macromolécula se
adhiere al mineral, a diferencia del LPS de enterobacte-
rias. Estructuras como pili o mucopolisacdridos dcidos
no parecen estar jnvolucrados en este fendmeno.

Financiado por Grant PNUD-UNIDO CHI-85/002.
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ROL DEL cAMP EN LA REQULACION DE LA BIOSINTESIS DEL HEMO.
(Role of cAMP in heme biosynthesis regulation).Cénepa,E.
T., Llambias,E.B.C. y Grinstein,M.

Departamento de Quimica Biologica,Facultad de Cienclas
Exactas y Naturales,Universidad de Buenos Aires,Argentina

Las porfirias hepaticas son enfermedades causadas por al
teraciones en el camino biosintético del hemo y pueden
ser producidas por ciertas drogas,entre ellas el fenobar
bital.En base a resultados que presentamos anteriormente,
fue necesario confirmar que existe una relacién entre
los niveles de cAMP endégeno y la induccién de activida
des de enzimas reguladoras de la biosintesis del hemo y
contenido de citocromo P-450.Se utilizan hepatocitos de
ratas normales y tratadas con estreptozotocina ,prepara
dos segin Fry et al.(Anal.Biochem.71,341,1976) y las me-
diciones se hacen segin los métodos descriptos por Cane-
pa et al.(Biochim.Biophys.Acta 841,186,1985).La induc-
cidn mediada por ferncbarbital de las actividades de ALA-
sintetasa y ferroquelatasa,y del contenido de citocramo
P-450,es mayor en hepatocitos de ratas diabéticas.El a-
gregado de dibutiril cAMP potencia esta induccién sbélo
en hepatocitos de ratas normales.3-metil-1-isobutilxan-
tina y, papaverina,inhibidores de la fosfodiesterasa,po-
tencian la accién inductora del fenobarbital,sélo en he
patocitos de ratas normales.La adenosina,que es inhibi~
dor de la proteinquinasa,inhibe parcialmente esta induc
cién en hepatocitos de ratas normales y diabéticas,indz
cando una posible fosforilacidén proteica responsable del
efecto del cAMP.El 8BrAMPciclico, anilogo no metaboliza
ble del dibutiril cAMP,potencia el efecto del fencbarbi
tal sdlo en hepatocitos normales,mientras que otras sus
tancias relacionadas, como el butirato de Na y el dibu~
tiril cGMP no tienen efecto.El descenso de los niveles
de cAMP endégeno por aloxanc y/o imidazol disminuye la
induccién mediada por fencbarbital.Estos resultados con
firmarian el rol preponderante del cAMP en la regulaciah
de la blosintesis del hemo.

cAMP EXTRACELULAR EN ALGUNOS MODELOS DE HIPER-
TENSION. (Extracellular cAMP in some hyperten-
sion models). Carmona, M.T. y Becerra, M.
Depto. Fisiologla y Biofisica, Facultad de Me-
dicina, Universidad de Chile,

Cantidades variables de cAMP son vaciadas al
fluido extracelular desde algunos tejidos some-
tidos a accién hormonal, las que mueven el
"pool” libre y difundible de cAMP. Dentro de
nuestra linea de investigacién, y por el rol
que cumple el cAMP, quisimos saber cufl es la
situacién de este nucleftido en algunos modelos
experimentales de hipertensifn crénica, a saber
contriccién adrtica y Goldblatt 1 y 2.

Utilizamos ratas Sprague-Dawley hembras. La
presién sist6lica se midis en la cola por ple-
tismografia. Las muestras de sangre se obtuvie-
ron directamente de la aorta en animales aneste
siados. La determinacién de cAMP plasmitico se
hizo segin Nastrup Madsen y col. (1975), técni-
ca basada en 1a unién competitiva a protefina.

Los resultados indican un alza de la presién
arterial al cabo de 4 a 5 semanas de tratamien-
to. Es una hipertensifn de 150-190 mm Hg. Los
niveles de cAMP en ratas hipertensas son mis
elevados (25 pmol/ml) que en ratas controles
(19 pmol/ml). El stress quirdGrgico por si solo
provoca un alza de cAMP plasmético (Gill y col.,
1975), por lo que no se hace muy significativa
la diferencia entre ratas controles e hiperten-
sas.

El alza de cAMP plasmfitico observado en ratas
con sobrecarga crénica de presibén, serfa un re-
flejo de la actividad hormonal que harfa que se
vacie probablemente desde el tejido cardfaco
y{o desde el tejido vascular cAMP a 1la circula-
cién, escapando a la accién de la fosfodieste-
rasa,

Trabajo financiado por proyecto N° 1131-CONICYT
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ALTERACIONES DE ESTEROIDES PLASMATICOS Y DEL TRANSPORTE
OVULAR INDUCIDAS POR ESTRES EN LA RATA.- (Changes of
plasma steroids and in ovum tramsport induced by stress
in the rat). Cdrdenas-Sankdn, H.- Laboratorio de Endo~
crinologfa, Facultad de Ciencias Biol&gicas, Pontificia
Universidad Catdlica de Chile.

El estrés puede alterar el proceso reproductivo.
Anteriormente demostramos que la inmovilizacién a 10° C
por dos horas aplicada en los primeros 4 dfas de prefiez
no afecta el transporte ovular en la rata, y que la na-
tacién en agua fria (16° C) aplicada en el dfa 3 de pre-
ez acelera discretamente el transporte ovular en dicha
especie. Tratando de entender qué factores median esta
diferencia medimos los niveles de corticosteroma circu-
lante (C) mediante HPLC con el propdsito de verificar
la efectividad de los estfmulos estresantes usados, y
también los niveles plasmidticos de estradiol (E2) y pro-
gesterona (P) mediante RIA en ratas estresadas y con-
troles. Ambos est{mulos produjeron importantes aumen-—
tos de la C, lo que confirma que fueron estfmulos es-
tresantes efectivos. La inmovilizacidn en frfo produ-
jo un importante aumento de la P (300% sobre el nivel
control), mientras que la natacién en frfo produjo
aumento del E2 (70% sobre el nivel control) sin cambios
de la P.

Considerando que aumentos del E2 sobre lo normal
aceleran el transporte ovular en la rata prefiada, y
que aumentos de la P contrarrestan este efecto del Ej,
los resultados sugieren que la diferencia de efecto de
estos dos estimulos estresantes sobre el transporte ovu-
lar podrfa estar mediada por las distintas alteraciomes
de esteroides que ellos inducen.

Financiamiento: DIUC 82/83 y RF 83016.

FOSFORILACION DE FOSFATIDILINOSITOL POR VESICU
LAS DE TUBULOS TRANSVERSALES Y SU POSIBLE PAPEL
EN ACOPLAMIENTO EXCITACION-CONTRACCION.
(Phosphorylation of phosphatidylinositol by
transverse tubule vesicles and its possible
role in excitation-contraction coupling).
Carrasco, M.A., Hidalgo, C., Magendzo, K.,
Jaimovich, E. Departamento de Fisiologia y Bio
TisIca, Facultad de Medicina, Universidad de
Chile y Centro de Estudios Cientificos de San-
tiago.

Membranas aisladas de tGbulos transversales
de misculo esquelético de rana fosforilan fos-
fatidilinositol a fosfatidilinositol-4-~fosfato
y este dltimo a fosfatidilinositol-i,5-bisfos-
fato cuando se usal ¢ *P)JATP como substrato.

Ambas reacciones de fosforilacién se comple
tan en 15 segundos a 25°C, son dependientes de
Mg ‘en el rango milimolar J son reguladas por
Ca®’. La incorporacidn de **P en fosfatidilinosi-
tol-h-fosgato es midxima a concentraciones de
Ca’* de 10°M o menores, mientras que la incorpo-
racién en fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato
aumenta significativamente a partir de 107“M.
Tetracaina, un inhibidor del acoplamiento exci-
tacidén-contraccidn, aparentemente inhibe la for
macidn de fosfatidilinositol-4,5~bisfosfato.
Membranas aisladas de reticulo sarcopléismico
forman fosfatidilinositol-4-fosfato con menor
actividad que la membrana de ti(bulos transver-
sales y no producen fosfatidilinositol-4,5-bis-
fosfato.

Estos resultados muestran que las membranas
aisladas de tidbulos transversales poseen la ca-
pacidad de formar los precursores de inositol
trisfosfato, posible mediador fisioldégico del
acoplamiento excitacidn-contraccidn.

Grants: HL 23007 de NIH/Muscular Distrophy

Tinker Foundation Inc. Assoc.
DIB-2149 / DIB-2123
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RELACION LLUVJIA DE POLEN/VEGETACION EN CHILOE (Pollen
rain in relation to vegetation in Chiloég). Carrillo, R.
y Villagrén, C. instituto de Botadnica, Univ. Austral y
Dpto. Biologia, Facultad de Ciencias, Univ. de Chile.

Con el propdsito de evaluar la produccién y disper=
sidn de polen de los distintos taxa del bosque de Chilog
se establece la relacidn polen atmosférico/vegetacidn
circundante en la Cordillera de Piuchué, Isla Grande.
Cada 50 m de altitud se coleccionaron muestras de musgos
(utilizadas como captadores de la lluvia de polen) y se
muestrearon 100 arboles. Para cada especie, se calculd
la relacién entre las frecuencias de individuos y las
del polen contenido en los musgos (indices t/p).

Lor resultados muestran los siguientes cambios a tra
vés del gradiente altitudinal: (i) Bajo 250 m de altura,
el espectro de polen se caracteriza por la mayor impor-
tancia de los indicadores de bosque valdiviano, como
Gevuina/Lomatia (hasta 41%), Eucryphia/Caldciuvia (h.
T3%) y Aextoxicon (h. 12.5%); (i1) Entre 200 y 400 m el
espectro se caracteriza por la dominancia de Myrtaceae
(X 50%), en correspondencia con la composicién del bos-
que nordpatagdnico caracteristico de este sector; (iii)
Sobre 400 m, el espectro se caracteriza por la codomi-
nancia de Nothofagus (hasta 58%), Saxe-gothaea (h. 35%)
y Podocarpus (h. 32%), taxa caracteristicos de las ci-
mas de la Cordillera. Los valores t/p muestran que en
la lluvia de polen estarfan sobrerepresentados Nothofa-
gus, Podocarpus y Tepualia (t/p < 1); equilibradamente
representados Drimys y Saxe-gothaea {(t/p= 1-5); y subre
presentados Myrtaceae y Laurelia (t/p > 5). -

De la concordancia floristica observada entre los es
pectros polinicos y las asociaciones forestales del gra
diente estudiado, se desprende que el polen dtspersado
a larga distancia no constituye una contribucidn impor-
tante en la lluvia polfnica del drea. Sin embargo, la ma
yor prodUCC|on de polen de las espec'es anembfilas, en
comparacién con las entomdfilas, jugarfa un rol importan
te en la mayor representatividad de estos taxa en el po-
len atmosférico local. (Proyecto DIB N2010/8635, C.v.)

DETERMINACION DE YELOCIDADES FRACCIONALES DE SINTESIS DE
PROTEINAS Y LECTINA EN DISCOS DE PAPA. ( Determination of fractions]
rates of protein and lectin synthesis in potato slices). Casalongué, CA, ¥
Pont Lezics, R.

Instituto de Investigaciones Bioldgicas, Fac. Cienciss Exactas y Naturales,
Universided Nacional de Mar del Plata y Centro de Investigaciones
Biologicas, FIBA.

La lectina de pape es una glicoproteine presente en la pared celular,
rica en hidroxyprolina. Estructursimente es semejente a otras
glicoproteings constitutivas de la pared como las extensines. En la
actuslided se desconocen las funciones de s lectina, ssi como muchos
aspectos ligados @ la sintesis, glicosilacion y secrecion de la misma En
trabajos enteriores encontramos que la lectina es sbundante en tubérculo
y gque los discos aireados de perénguima amiléceo eren capeces de
sintetizer lectina. E1 objetivo de este trabsjo fué cuentificer 18 sintesis de
lectina y otras proteinas en discos aireados, pers determinar si la sintasis
de Ja misma tiene ia misma magnitud durante todo el tiempo de sireecion o
presenta dptimos bien precisos.

Para reslizer les med)cnm se procedid o saturar e} pool de proline
can dosis masivas de L-[>H]prolina (S0 mM), midiendo las velacidades
iniciales de sintesis de proteines totales y lecting 8 distintgs tiempos de
aireecion por incorporacion de radiactivided. Se determind e) contenido de
Pro en las proteinas 8 los distintes tiempas y en lectina. £1 contenido de
lectina se determind inmunolagicamente.

Los resultados indicsn que el contenido total de proteinas eumenta sdlo
un 9% en las primeras 36 h de sireecion. La sintesis de proteinas totales
tiene un maximo en las primeras 12 h de aireacidn, lo que representa un
19% de incremento sobre 1a velocidad inicial de sintesis. Por otra parte,
si bien el contenido total de lectina no varid notsblemente durante le
sireecion, su sintesis se aumenté un 768 con respecto e le velocidad
inicial a las 36 h de aireacion. Se concluye que el sisteme de discos
aireedos es apropiado pera el estudio de sintesis, glicosilecitn y secrecion
de lectina, dado que por tener una sintesis tardia, no se ve interferids por
Ta sintesis de otras proteines de 1a papa que ocurre en tiempos distintes.

Trabajo realizado con subsidios de CONICET y CIC.

COMUNICACIONES LIBRES

CLONAMIENTO DEL GEN ESTRUCTURAL DE INVERTASA DE NEUROS-
PORA CRASSA POR EXPRESION EN LEVADURA (Cloning of the
structural gene for invertase of Neurospora crassa by
expression in yeast). Card, M., Cifuentes, V. y Jimé-
nez, A*. Laboratorio de Genética, Departamento de Cieg
cias Ecolégicas, Facultad de Ciencias, Universidad de
Chile, *Centro de Biologia Molecular, CSIC, UAM, Madrid

Espafia. (Patrocinio: G. Pincheira).

La invertasa de N. crassa (B-D fructofuranosidasa-
fructohidrolasa EC 3.2.1.26) es una glicoproteina que
cataliza la hidrolisis del enlace B-fructosido en una
variedad de sustratos, entre ellos la sacarosa.

El gen est;uctural de invertasa (inv) de Neurospora
se clond por complementacidén génica de la mutacién suc®
de Saccharomyces cerevisiae (cepa MR17A). Para el clio-
nado se utilizdé una libreria genémica construida en el
plésmido de replicacién auténoma de levadura (YRp7).

El1 DNA genémico de la cepa silvestre de Neurospora cra-
ssa (74~A) se digirio parcialmente con la endonucleasa
de restricci6én BamHI y los fragmentos resultantes se in
sertaron en el Gnico sitio BamHI del pléasmido vector.

De los clones transformantes de levadura suc+ se aig
16 un plésmido recombimante (pNC-2) que posee un inser-
to de 7.6 Kb que hibrida con el DNA gen6mico de Neuros-
pora.

Los transformantes de levadura ggg+ tienen actividad
enzimitica detectable y los ensayos inmunolégicos indi-
can la presencia de un péptido inmunoreactivo con suero
anti-invertasa de Neurospora.

El plasmido recombinante transforma un mutante_de
Neurospora que carece de invertasa funcional (inv ).
El an&lisis del DNA de los transformantes indica que el
modo de transformacién es recombinacién homéloga.

ACTIVIDADES PROTEOLITICAS NEUTRA Y ACIDA EN HIGADO Y RINON DE
RATONES EN DIETAS CON DIFERENTE CONTENIDO PROTEICO. { Neutral and
acid proteolitic activities in liver and kidney from mice under different
protein diets). Cassis, R.0. Horenti, P.M. . Instituto de
Investigaciones Bioleogicas, Fecultad de Ciencias Exactas y Naturales,
Universidad Nacional de Mar del Plata.

£} contenido proteico de higado y rifidn disminuye un 408 en animales
slimentados sin proleinas durante S dies. Al realimentarios con una dieta
completa recuperan répidemente su contenido proteico normal. Esto se
debe & una inhibicién generel de Ia protedlisis intracelular. La regulacion
de la capacided proteolitica intracelular podria ejercerse al nivel de
prateasas neutras (pH dptimo; 7.5) o 8) nivel oe proteasas 1isosomales
(pH optimo: 5.0). En este trebajo se enalizeron les actividedes
proteoliticas neutra y acida en homogenetos de higado y rifion de animales
ctontroles, privados de proleines y realimentedos con dieta completa. E)
ensayo consistio en medir 18 hidrdlisis de azocaseing. Se obtuvieron los
siguientes resultados: la activided & pH 5.0 fue la més alta en todos los
cesos. Asimismo este activided, por gramo de rifidn, fue dos veces mayor
que en higedo. Ademas, esta activided proteolitica no se modifics e ambos
Grganos como consecuencia del tratamiento nutricionel, espectaimente en
el rifién. En promedio, la ectivided neutra por gramo de rifdn fue cinco
veces mayor que en higado. Al realimentar los 6rganos no mastraron una
france recuperacion de la actividad proteatitica neutra.

Los resultados obtenidos no permiten concluir que hay una correlacion
sbacluta enire las copecidedes degradetives /77 vivwy las actividedes
protealiticss neutrs y lisosomal de ambas tejidos. Sin embargo, llama la
stencidn que 1as actividades neutras decsigan y no acompafien &) proceso de
recuperecion del contenido proteico. Esto podria estar relecionado con 18
inhibicicn de s degradacion que exhiben {os 6rganas en recuperacion.

Finenciado por CONICET, CIC y FIBA.

»
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EXCRECION DE AMONIACO Y UREA EN ORINA DE ANUROS DE DIFE-
RENTES HABITATS.{Urinary ammonia and urea excretion in
anurans of differents habitats). Castafié, PM, Rovedatti,
MG y Salibién, A.Universidad Nacional de Lujan y Comi-
8ién de InvesLigaciones Cientificas de lu Provincia de
Bs. As.

La mayoria de los batracios excretan por orina NH_(A)
y urea (U) y, en menor escala, &cido Grico (AU). Se acep
ta que el A predomina en larvas y adultos acudticos, y
la U en las especies terrestres. La premencia de AU estd
deacripta en algunas especies sin haber una corresponden
cia con el habitat como en los otros casos. Se sabe que
vurloy fuclores (esludo nutricionul, Lemperatura, estu-
cién, etc) inciden sobre el metabolismo proteico alteran
do el perfil de la excrecién urinaria. Se ha evaluado el
A y la U en la orina de cuatro anuros pre-adaptados a
condiciones de humedad, temperatura y estado nuiricional
controludos: Bufo arenarum (peso 27.9 + 2.6 g; n: 24),
B. granulosus (peso 17.5 + 1.4 g; n: 18), Leptodactylus
ocellatus (peso 50.5 + 4.2 g; n: 19) y B. arunco (peso
63.0 + 5.1 g; n: 33); los primeros tres son terrestres,
cavicola y semiacubtico, y el Gltimo de los vulles mon t.u
flosos chilenos de la Cordillera Central. Lus determina-
ciones de U y A fueron realizadas por la técnica de Faw
cett y Scott (con y sin ureasa). Los resultados estan
en ug-N/ml y expresados como % del total de los produc-
Los mudidos. Lon % de N-U fucron: B. arenarum, 96.0 ¢
0.5; B, granulosus, 95.6 + 0.7; L. ocellatus, S1.1 »
0.6; B. arunco, 95.0 + 0.5, Los valores absolutos de U
Yy A mostraron pran variabilidad estucional pero al con
sldorarlos como % cllos resul Laron homugéncou.

La diferente disponibilidad de agua en los habitats a
los cuales pertenecen las especies estudiadas no se re-
fleja en el perfil de su excrecibén nitrogenada.

CONTRIBUCION A LA LIMNOLOGIA NE LAGUNA REDONDA,
CONCEPCION, UN SISTEMA EN EUTROFICACION (Con-
tribution to the Limnoloay of Laquna Redonda
Concepcidn, A system in process of eutrophyca-
tion), Castro, H,, Dellarossa, V. Lab, Limnolo-
gfa, Depto Botanica, Fac.Cs.Biol.y de Rec. Nat.
Y. de Concepcidn (Patrocinio: lrma Vila).

La Laguna Redonda, un pequefio lago dentro de
la ciudad de Concepcidn (36° 50°' 70° 02°' W.)
se encuentra en proceso de eutroficacién por ac
tividad cultural y recreacional, Se describe 1a
morfologfa en Laguna Redonda y se discute su in
fluencia en los ciclos biogeoquimicos para com-
prender sy funcionamiento.

E1 estudio se realizé durante invierno-prima
vera de 1985, Para batimetrfa se usé un ecoson-
da. Los parametros morfométricos, abifticos y
biéticos se midéeron seqin 1a metodologfa estan
dar. Los resultados fndican:una profundidad de
17.75 m, un ancho miximo de 195 m, largo miximo
de 210 m, un vglumen de 0,3 km3 y una superfi-
cie de 2,88 km¢, La circulacidn es invernal, la
t°, el 02, el pH y nutrientes se distribuyen ho
mogeneamente. E1 fitoplancton estd dominado por
Microcystis aeruainosa. La estratificacion dis-
tingue:un epiTimnio con sobresaturacién de 0p,
la termoclina se presenta entre 5-7 m (3.5°C;m)
un hipolimnio andxico a profundidades mayores
de 7 m. E1 fitoplancton estd dominado por
Peridinium willei. Las curvas clinogradas de 0,
y pH sumadas a altos valores de nutrientes, su-
agieren un proceso en desarrollo de eutrofica-
cidn,
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MODIFICACION DE IA QUINASA PIRUVICA DE MUSCULO DE CONEJO
POR 8-AZIDO-1,N®-ETENO ADP. (Modification of rabbit
muscle piruvate kinase by 8-azido,l,N®-etheno ADP).
Castillo,Y., Wilkens,M., Salas,L., Schifer H-J. y Bazaes
S. Laboratorio de Bioquimica, Facultad de Ciencias Bio-
16gicas, P. Universidad Cat6lica de Chile e Instituto de
Bioquimica, Universidad de Mainz, Alemania.

Con el objeto de marcar el sitio activo de la quinasa
pirGvica de misculo de conejo (PK) se led el reactivo
fluorescente de fotoafinidad 8-Azido-1,N°—eteno ADP
(eN;ADP) .

Al irradiar la enzima en presencia de eN;ADP se produ
ce la inactivaci6n progresiva de ella, alcanzéndose un
valor miximo de inactivacién que depernde de la concentra
cién de eN3;ADP empleada. Junto con la inactivacifn se
produce la incorporacién del reactivo fluorescente a la
enzima. Se encontrd una relacifn hiperbSlica entre pér—
dida de actividad y concentracibn de eN;ADP. Por extra-—
polacién a concentracifn infinita del reactivo se abtuvo
un 100% de inactivacién.

Lo§ nucleotidos ADP y ATP en ausencia y en presencia
de Mg ? protegen eficazmente a la,enzima de la inactiva-
cifn, no asf la adenosina. El Mg 2 tambisn produce buen
efecto protector y el PEP casi no produce proteccifn.

La PK parcialmente inactivada presenta la misma Km para
el ADP que la enzima nativa. La incorporaci6n de '“C-8-
azido ADP (N3;ADP) a la PX nativa es de alrededor de 1
mol por subunidad de enzima; este valor se reduce propor
cicnalmente al grado de inactivacifn en la PK parcialmen
te inactivada por eN;ADP.

Se concluye que el ¢N;ADP actfia camo reactivo de foto
afinidad, sobre la PK de mGsculo de conejo, de modo simi
lar al N;ADP empleado previamente.

Proyecto DIUC 90/85, P. Universidad Cat8lica de Chile.

PROPIEDADES DE LIPOSOMAS CONTENIENDO SULFOBROMOFTALEY
NA ENCAPSULADA. (Properties of liposomes containing
sulfobromophthalein entrapped) Catald, A. y Zanetti, R.

Instituto Multidisciplinario de Biologia Celular
(IMBICE) C.C. 403, (1900) La Plata, Argentina.

La sonicacidn de fosfolipidos en agua produce pobla-
ciones uniformes de liposomas de bicapa simple (200R)
con un alto grado de curvatura, que afecta muchas de
las propiedades fisicas de los fosfolipidos en la ve-
sicula. En el presente trabajo se estudiaron la forma-
cidn y propiedades de liposomas unilamelares (1000A).
Liposomas de lecitina, conteniendo sulfobromoftaleina
(BSP) encapsulada, fueron preparados a partir de leci-
tina y deoxicolato (1:2). La eficiencia de encapsula-
miento de estas vesiculas fue funcién de la concentra-
cién de BSP, alcanzando un ma3ximo para una relacidn
lecitina/BSP = 25. Las caracteristicas espectrales de
BSP en diferentes solventes (€ max) relacionadas con
la polaridad aparente del solvente (ET), indican que
el entorno de BSP en liposomas corresponde a aquel del
colorante en agua. Se observd liberacidn de BSP desde
liposomas cuando estos fueron incubados con albiimina.
E1l BSP liberado aparece asociado a alb{imina cuando la
mezcla es analizada por filtracidn a traves de Sepha-
rosa 4B. E1 BSP es tambien liberado de las vesiculas
cuando estas son incubadas con dcido oleico, Sin em—
bargo la cantidad de BSP liberado fue mucho menor que
la observada en presencia de albimina. Estas vesiculas
parecen ser adecuadas como aceptores en estudios de
transferencia de dcidos grasos entre membranas.
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ATPasa DE T. cruzi: MODIFICACION DE RESIDUOS DE CISTEI-
NA POR ACCION DE RADICALES DEL 03. (Tacruzi ATPase:
modification of cysteine residues by oxygen radicals).
Cataldi de Flombaum, M.A. y Stoppani, A,0.M,

Centro de Investigaciones Bioenergéticas y Cidtadra de
Quimica BiolSgica, Facultad de Medicina, Universidad de
Buenos Aires.

Es sabido que especies moleculares generadas por re-
duccidn parcial del oxigeno, especialmente el radical
OH*, producen la inactivacién de numercsas enzimas, en-
tre &llas la ATPasa mitocondrial del Irypanosoma cruzi.
En trabajos previos se demostrd que esta enzima posee
arginina en el centro catalitico, como asi tambidn gru-
pos SH de los cuales depende la actividad de la ATPasa,
En el presente trabajo se realizaron cin@ticas de inhi-~
bicidn a fin de localizar el sitio de accidn de los pro-
ductos de la reduccidn parcial del oxigeno genarado por
el sistema Cu-ascorbato., Se estudid el efecto de la in-
hibicidn, en forma conjunta, de radicales OH', a concen~
tracidn constante y de fenilglioxal (reactivo de argi-
ninas) a concentracién variable, El andlisis de los re-
sultados por graficos de Dixon (de 1/v en funcién de la
concentracidn de inhibidor) dan como resultado inhibi-
cidn lineal no competitiva, indicando que ambos inhibi-
dores pueden afectar la enzima simulté@neamenta, actuan-
do a nivel de distintos reeiduos de aminodcidos. Resul-
tados coincidentes se obtuvieron en condiciones de ATP-
Mg variable ya que el andlisis de los datos por grafi-
cos de dobles reciprocas responde a inhibicidn del tipo
no competitivo, E1 estudio de cinética de inhibiciSn
por concentraciones variables de p-cloromercuribenzoato
y constantes de OH', actuando simultdneamente, es del
tipo competitivo, es decir que los dos inhibidores se
excluyen mutuamente, Los resultados obtenidos sugieren
que la inhibicidn producida por los productoe de la re—
duccidn parcial del 0y sobre la ATPasa se localizd a
nivel de rastos SH.

CORRIENTES IONICAS EN UNA LINEA CELULAR cARDIﬁ
CA DE RATA ADULTA, (Ionic currents in an adult
rat cardiac cell line), Caviedes, P. y
Jaimovich, E. Departamenfo de Fisioclogia vy
Blofisica, Facultad de Medicina, Universidad
de Chile.

Una 1inea celular cardiaca fue estableci-
da por nuestro laboratorio y se mantiene en
cultivo permanente por tres afios., Las cé&lulas
mantienen par&metros morfolégicos diferencia-~
dos y bioquimicos organocespecificos descritos
previamente, tras dos meses de cultivo en me-
dio definido com 0.5% de suero de bovino.

Mediante la técnica del patch-clamp, en
configuracibén de registro en cflula entera,
se detectaron corrientes iénicas activas en
33% de los sellos establecidos. Con poten-
cial controlado, se observaron corrientes de
entrada de haata 2.5 nA/cm? que se inactivan;
seguidas de corrientes de salida de hasta
8 nA/cm? que no se inactivan.

Los potenciales de inversibn de
corrientes de entrada se encuentran
y +90 mV, con tiempos de activacién promedio
de 2.7 y 2.1 mseo respectivamente. Algunas
de dichas corrientes se abolieron en presen-
cia de TTX 20 nM,

Estos hallazgos permiten establecer la
persistencia de algunas propledades de exci-
tabilidad en esta 1inea celular,

las
a +119 mV

Financiado por DIB Univ, de Chile B.2124,
B, 2123 y Muscular Dystrophy Association.

COMUNICACIONES LIBRES

CARACTERIZACION DE DOS BACTERIOFAGOS RELACIONADOS A
CAMBIOS EN LA SUPERFICIE CELULAR Y COMPEIITIVIDAD
DE RHIZOBIUM MELILOTI. (Characterization of two
bacteriophages related to cell surface changes and
competiveness of Bhizobium meliloti). Cavaignac,
S., Coira, J.A. y Ugalde, R.

Instituto de Investigaciones Bloquimicas Fundacidn
Campomar y CONICET, Bs. As., Argentina.

En la cepa 102F51 de R. meliloti se han iden—
tificado dos fenotipos, caracterizados por
diferente aglutinabilidad por aglutininas de
alfalfa, competitividad y sensibllidad a los fagos
16B y F20. Estos bacteriéfagos pueden ser usados
para identificar cambios en la superficie celular y
habilidad de nodulacién de R. meliloti. Los mismos
fueron caracterizados por microscopla electrdnica,
alslamiento del 4cido mucleico, anilisis con endo-
mucleasas de restriccidn y electroforesis en gel de
poliacrilamida de sus proteinas. El fago 16B tiene
cabeza icosaédrica de 58 nm de difmetro, cola de
100 rm de longitud y 6.1 rm de diimetro, DNA 2c de
50 Kb, dos proteinas mayoritarias de 39 y 16 Kd y
otras siete minoritarias entre 14 a 140 Kd. E1 fago
F20 tiene cabeza icosaddrica de 55 nm de difmetro
cola, de 47,5 nm de longitud y 9 nm de dimetro,
DNA 2¢ de 40 Xb, una proteina mayoritaria de 42 Kd
y otras once minoritarias entre 12 a 98 Kd. Los
estudios realizados indican que los fagos 16B y F20
son miy diferentes. De distintos suelos de
alfalfares de la Argentina se han alslado fagos
semejantes al 16B con respecto a su rango de
huésped.

GENOTOXICIDAD DEL ALCOHOL EN LA POBLACION CHILENA. UN
ESTUDIO PRELIMINAR, (Alcohol Genotoxicity in the Chi-
lean Population). Cea, G., Weigert, G., Alarcén, M.,
smith, C., Mena, My Veneyas, W.

Facultad de Ciencias Bioldgicas y de Recursos Naturales
Universidad de Concepcién. Proyecto N® 20.31.14 DIC.

En Chile el alcoholismo es un problema de salud pi-
blica (5% de alcohSlicos, 15% de bebedores excesivos).
En 1973, Jones y Smith definieron la patologfa counocida
como Sindrome Fetal Alcohdlico (FAS), que demuestra el
efecto teratogénico del alcohol. Mena et al (1984) en-
cuentran en la Octava Regi6én un 10.2% y 19.0% de pre-
valencia de FAS en escuelas especiales y hogares del
SENAME, respectivamente. Un 18.0% de los nifios con pa-
dres bebedores excesivos y madres abstemias presentaban
signos parclales de FAS y bajo IQ.

Estos datos y los de otros autores, sugleren que el
alcohol y/o sus catabolitos inducen mutaciones transmi-
sibles en las células germinales humanas. Debido a es-
to se ha decidido investigar el dafic genético inducido
por el alcohol en alrrededor de 200 grupos familiares
clinicamente caracterizados, que presentan nifios con
FAS. El estudio comprende la determinacién de la fre-
cuencia de aberraciones cromosSmicas e intercambio de
cromitidas hermanas (ICH) en linfocitos de los miembros
de estas familias, tipificadas de acuerdo a sus patro-
nes de ingesta alcohélica.

Los resultados de un estudio piloto preliminar, rea-
lizado en un grupo familiar tipo III (padre bebedor ex-
cesivo, madre abstemia e hijo con FAS), muestran una
frecuencia de ICH por célula elevada en el nifio con FAS
(22.1) y en el padre (1l1.1) con respecto a la de los
controles (7.6) (p= 0.01).

Este Proyecto forma parte de un proyecto multidisci-
plinario en relaci6n al alcohol y sus efectos en la po-
blacién chilena.
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INHIBICION DE HEXOQUINASAS POR UNA PROTEINA CITOSOLICA
DEPENDIENTE DE FRUCTOSA-2,6-BISFOSFATO. (Tnhibition of
hexokinase by a fructose-2,6-bisphosphate-dependent
cytosolic protein).Cerpa, C., Niemeyer, H., Rabajille,
E. y Acoria M. Departamento de Biologfa, Facultad de
Ciencias, Universidad de Chile.

El fructosa-2,6-bisfosfato (Fru-2,6-P_) inhibe la
actividad hexoquindsica en el citosol "de higado de
rata. Las hexoquinasas se miden espectrofotométricamen-
te en el citosol filtrado por Sephadex G-25, con un
sistema acoplade de glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa
de L. mesenteroides y NAD. La inhibici6n es funcién
del volumen de citosol y de la concentracién de
Fru-2,6-P,.. A concentracién constante de citosol, el
Fru-2,6-P_ disminuye la velocidad méxima y el Ko
de la funcién de saturacién con glucosa de la activi-
dad hexoquinisica enddgena total del citosol. E1
Fru—-2,6—P2 fue muy especifico en su efecto, pues
otros metabolitos no produjeron inhibicién ni interfi-
rieron en la inhibicién por Fru-2,6-P_,. Las 4 hexoqui-
nasas de mamifero (A, B, C, D) semipurificadas, as{
como la hexoquinasa de levadura, fueron inhibidas por
Fru-2,6-P_, pero solo en presencia de citosol. El
inhibidor” citosélico es inestable y el Fru-2,6-P_ fue
un protector efectivo de su inactivacidn térmica. El1
inhibidor no fue retenido en DEAE-celulosa en condicio-
nes en que las hexoquinasas de higado son retenidas y
precipité entre 30 y 40% de saturacidén de sulfato de
amonio. Por filtracién en gel se estimé un peso
molecular de 200.000. Se postula que el inhibidor es
una proteina reguladora dependiente de Fru—2,6—92.

Financiado por Proyectos del Departamento de Investi-
gacién y Bibliotecas, Universidad de Chile, del Fondo
Nacional de Ciencias y Tecnologia y de la Organizacién
de los Estados Americanos.

FECUNDACION Y REPRODUCCION EN EL ALCOHOLISMO EXPERIMRE
TAL (Feoundation & Reproduction in Experimental Alcoho
1isa)¥Chals, K. Campang,].3Crus,M.C.,Rolle,A. y Allien
de,F, Universidad de Chile~Facultad de Nedioinay Ins-~
tituto de Nedioima Experimental.(Patrocinio:E. Egsiia).
El alcobel (BtOH) y su derivade ALCHO produeen altera
0ién neurofisiopatoldgica y bioquifmica en diverses ‘_f_'
gunos, SKC entre otXos.Se ha disefiade acdelos de al~
ooholismo experimental que ne entrailan mecanismes ge-
nético y otro em qme opera la genetiocidad. Bn mues~
tro Institute se oref el alochelisme permanents y ge—
neracional (AG Tats)imecanismeo genético. Rata Wistar
normal y AG/25 (sudcepa oresda en umestro Instituto
bebe exclusivemente EtOH ?ﬂ durante 16 gener. Se em~
Pled 11 y 12ava gemer. 48 normal y 489 AGI/25 oruse~
das conghmormal y AG/25. Be estudié diariamente fro-
tis vaginal ciclo estraly oruce en dfa fértil,prefles
oon el hallasngd de un espermio al frotis. Se ecentrolé
neonatales y orfas al destete, 4 gruposii:Q Normal y
"Vormaly 21 240/25 yo'AG/25;5 3:19A0/25 yo'Nermaly 43
% Normal yo“AG/25. Resultados. 1os ciolos previos al
oruce fuercn irregulares y de mayor duracién em AG/25
comparadas con control. LasJ AG/25 tuvieron mayor di-
fiaultad pars preifiarse en condiociones similares a sus
oontroles, hecho qus ge potencid cono”™AG/25, éste no
fué determinante por sf sélo. Embaraso no se prolongé
en el alc. materno y/o paterno. El materno y paterne
Tedujo los implantes, sin diferencias con alcoholisme
mixto y materno exolusivo, El paterno exoclusivo indu~
jo menor reduccién, F1 N° de orfas mortinatas y el N°
de abortes no se afects por e1d'y/o . E1 materno ex-
clusivo es preponderante en la Teduccién de orfas al
destete, E1 alcoholisme paterno no influyé la visbili
dad, Crfas nacidas vivas fueron menos en ratas AG/25.
Copclugiénskl alc. maternosmayor efecto en reproduc~
0i6n, alterando los cicles, dificultando el cruce (ma
yor N® de cruces en dfa £&rtil sin prefles). Presentd
monor N® de implantes, de meonatales y viabilidad. E1
paterno también determind alteraciones aunque menores.
* Alusnas-ayudantes-investigadoras.
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PATRONES DE RESISTENCIA Y ROL DE ACINETABACTER
CALCOACETICUS COMO INTERMEDIARIO EN EL INTERCAM
(Resistence patterns
and role of A. calcoaceticus as an intermediary in the
genetic information exchange). Chabouty, H., Montoya,R.
*Bello, H., *Mondaca, M.A. y *Zemelman, R.

Departamento de Biologfa Molecular y *Departamento de Mi-
crobiologfa, Facultad de Ciencias Biolégicas y de Recur-
sos Naturales, Universidad de Concepcién.

Cepas de A. calcoaceticus han sido aisladas de productos
patolfgicos, de ambientes con y sin contaminacifn por co
liformes de la zona de Concepcifn.

Las cepas presentan una elevada resistencia para antibi§
ticos beta lactimicos (CMI3256 mcg/ml), variable para
aminoglic6cidus (CML: 2 ~ 1024 mcg/ml), mediana para sul
fametoxazol, estreptomicina y cloranfenicol (CMI€256
mcg/ml) y baja para tetraciclina y &cido nalidfxico

(CMI £ 2 mcg/ml).

La investigacién de plasmidios demuestra su presencia en
s6lo dos de las cepas estudiadas.

Experimentos de traspasc de informacién genética:

a) Conjugacién con E. coli plasmidio RP 4, S. flexneri
plasmidio UC 1.

b) Transformaciones con el plasmidio pBR 322 y otros, de
myestra la posibilidad de las cepas de A. calcoacé&ti-
cus para actuar como intermediarios en el intercambio
de informacién genética en ambientes contaminados
principalmente por enterobacterias.

Se investiga la presencia de trasposones que expliquen
la codificacién de resistencia hacia antibiSticos amino-
clic8sidos detectada en algunas de las cepas aisladas.

PARTICIPACION DEL COMPLE}O FERREDOXINA NADP
REDUCTASA/PROTEINA DE UNION EN EL TRANSPOR-
TE DE ELECTRONES FOTOSINTETICO. (Involvement of
ferredoxin-NADP reductase-binding protein compiex in
the photosynthetic electron transport chain), Chan, R.L.,
Soncini, F.C, y Vallejos, R.H.

Centro de Estudios Fotosintéticos y Bioqufmicos (CONI-
CET, F.M. Lillo, Universidad Nacional de Rosario) Suipa-
cha 531, Rosario, Argentina.

Se ha demostrado que la ferredoxina-NADP reductasa
estd unida a la membrana tilacoide de cloroplastos de
espinaca a trav€s de un trfmero de un polipéptido de 17.5
kDa que sentirfa el gradiente protbnico y se lo transmiti-
rfa a la reductasa [Vallejos y col. (1984) J. Biol. Chem,
254, 8048). La reductasa es una enzima extrfnseca regu-
lada por luz, esto es, la luz aumenta la afinidad de la
misma por sus sustratos naturales: ferredoxina y NADP
[Carrillo y Vallejos (1983) TIBS 8(2) 52).

Se prepararon fragmentos Fab de IgG contra la pro-
tefna de unibn (polipéptido de 17.5 kDa) de espinaca. Es-
tos fragmentos inhiben el transporte de electrones lineal
desde agua hasta NADP, probablemente impidiendo la
formacién del complejo ternario entre fotosistema I, fe-
rredoxina y el complejo reductasa-protefna de unibn.

La velocidad de inactivacién es mayor cuando la incu-
bacién de las tilacoides con los Fab se hace en luz y
en presencia de ferredoxina indicando que la generacibn
del gradiente prot6nico producido por el transporte de
electrones ciclico alrededor del fotosistema I, producirfa
un cambio conformacional en el complejo reductasa-pro-
tefna de uni6n aumentando la exposicibn de esta Gltima
a los Fab, Los Fab anti-protefna de unién inhibieron la
fotofosforilacién acoplada al transporte ciclico y este
efecto dependié de la concentracibn de ferredoxina.




R 194 COMUNICACIONES LIBRES

APRENDIZAJE MONOCULAR CONFLICTIVG ENTRENANDO EN |NVER-
SION EL 0JO IPSI O CONTRALATERAL EN LA RATA ALBINA (Con-
flict learning in albino rats when a monocularly learned
task is reversed with the ipsi or contralateral eye).
Susana Aronsohn, Andrea Chellew, Humberto Guadagno y Te-
resa Pinto-Hamuy. Depto. de Fisiologia y Biofisica, Fa-
cultad de Medicina Norte, Universidad de Chile.

Se ha considerado el sistema visual de la rata albi
na como equivalente al de un cerebro dividido por ser
esencialmente cruzado (90% de fibras contralaterales) lo
que Inducirfa a una escasa interaccién hemisférica. Se
traté de demostrar conductualmente la relativa indepen -
dencia de huellas mnémicas entre ambos hemisferios me~
diante la adquisicidn del hibito de inversidn. Se entre-
naron 3 grupos de ratas en una tarea de discriminacidn
de tridngulos (erecto vs.invertido): Grupo control bino-
cular (n=6), Grupo ipsilateral monocular {n=7) y Grupo
contralateral monocular (n=8). Todos adquirieron el habi
to en un nimero semejante de ensayos y errores. En la ta
rea de inversidn (se cambia el valor de refuerzo de los
estimulos) se compard el nimero de errores en la primera
sesién. Las ratas entrenadas con el mismo ojo (ipsilate
ral) o se distinguen del grupo control en el sentido de
que sistemdticamente responden al estimulo reforzado an-
teriormente. EJ grupo contralateral en cambio, no mues-
tra claramente esta preferencia, siendo su rendimiento
significativamente diferente al de los otros dos grupos
(p{.05). Finalmente, en un test en que todos los sujetos
se enfrentan binocularmente ante los mismos estimulos
Erevios, s6lo el grupo control elige sistemiticamente el
Gltimo reforzado. Estos resultados sugieren una relativa
independencla funcional de las huellas de memoria entre
ambos hemisferios.

Financiado por el proyecto DIB 8-1903-8633

MULTIRRESISTENCIA A ANTIBIOTICOS Y TRANSFERENCIA GENETI-
CA EN CEPAS DE Salmonella typhimurium.{Antibiotic resis-
tance and genetic transfer in Salmonella typhimurium
Strains.) Cofré,G. ,Miranda, M., ,Morales,R. y Henriquez.V.
Laboratoric de Microbiologia, Departamento de Biologia
Celular, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Pontificia Uni-
versidad Catdlica de Chile.

La resistencia miltiple a drogas se ha detectado
en $. typhimurium en un elevado porcentaje {80-90%), en
comparacion a otras enteropatdégenas. Se escogié un grupo
de cinco cepas S._ typhimurium aisladas de cuadros diarrei
cos infantiles con el fin de estudiar la resistencia a
antibidticos y su posible mecanismo genético.

La aplicacién de antibiograma a estas cepas revel$
un patrén de resistencia similar y miltiple a los antibig
ticos: cloranfenicol, ampicilina, estreptomicina,tetraci-
clina y kanamicina. La concentracién minima inhibitoria
(CIM) para cada antibiético fluctud entre 125 a 250 ug/ml,
a excepcidn de la resistencia a la ampicilina que alcan-
26 a valores superiores’ a 250 ug/ml. La similitud de es-
tas cepas se confirmd al comparar sus patrones plasmidia
les en geles de agarosa al 0.8%. En cada cepa se observa
ron, por 1o menos, cuatro bandas de DNA plasmidial cuyos
pesos fueron de: 116 Kb, 23,7 Kb, 8,6 Kb y 2,6 Kb.

La transferencia de estos pldsmidos mediante conju-
gacién con E. coli K-12, fue de baja frecuencia y el ani
co marcador observado en las bacterias transconjugantes
fue el de resistencia a la ampicilina. Resultados simila
res se obtuvieron al purificar el DNA plasmidial e intro
ducirlo por transformacidn a E. coli HB10l y S. typhimu-
rium LT,. lLas transformantes fueron todas ampicilina re-
sistenteg y sensibles al resto de los antibidticos ensa-
yados.

E1 origen génetico de las otras resistencias obser
vadas se atribuye a genes cromosdmicos.

Financiado parcialmente por Proyecto FONDECYT 85/86

ESTUDIOS SOBRE LA RESISTENCIA A TELURITO EN
BACTERIAS DEL. GENERO Thermus. (Studies on

the resistance to telurite in Thermus sp).
Chiong, M., Barra, R., Gonzalez, - y
Vasquez, C. Ltaboratorio de Bioquimica,

Facultad de Ciencias Quimicas y

Farmaceuticas, Universidad de Chile.

Durante estos ultimos afios, nuestro 10—
terés se ha enfocado hacia el estudio de la
expresitdn génica a altas temperaturas. Hemos
escogido como modelo a 7. thermophilus HEB y
7. tlavus AT62 y sus plasmidios respectivos
pTTe vy pTF&2. No ha sido posible adscribir
un  marcador enético & tales elementos
extracromosomales, por lo que es necesario,
mediante manipulacidén in vitre, incorporar
algun gen marcador a tales plasmidios.

Las especies mencionados puseen re—
sistencia a sales de telurio. Hemos iniciado
experimentos tendientes a aislar
caracterizar este gen a fin de insertarlo en
los plasmidicos ya mencionados cama un
marcador genéticao. Faralel amente, hemos
comenzado un estudio de la actividad
enzimatica responsable de tal resistencia la
que hemos denominado telurito reductasa por
su capacidad para reducir ¥=lTelsz a Te9, a
axpensas de la oxidaciaon de NWADH. El peso
molecular determinado para esta enzima es de
50-55 Kdaltons. Su  extrafio comportamiento
cromatografico ha dificultado su  obtencion,
aun cuando se ha lo%rada una purificacidn de
30 veces con respecto al extractu crudo.

Hemos determinado algunas propiedades de
la telurito reductasa, su T2 ogptima fluctua
entre &5-73°C, su pH optime es 7,5, es
inhibida compietamente por NaCl ©,3 11 y SDS
0.01%. 5in embargo, urea 1,5 M y Hiton-x100
3%, no afectan su actividad. Esta enzima
pudiera estar relacicnada con un mecanismo
de resistencia general a metales pesados.
Tal posibilidad crea una potencial
aplicacion biotecnologica al mecanismo de
resistencia mencionado, especialmente en lo
que se refiere a descontaminacion de
ambientes en que tales metales se encuentran
presentes.

Financiado por DIB B2318 8413, IFS E/834-1 vy
Fondecyt S03IS5/789.

MODIFICACION POR FLUORESCAMINA DE CANALES DE
SODIO EN MUSCULO ESQUELETICO DE RANA.
(Modification of sodium channels in Fluores-
camine treated frog skeletal muscle).
Compagnon, D, y Liberona, J. L. Depto. Fisio
logia y Biofisica, Facultad de Medicina, Uni
versidad de Chile.

La modificacién de grupos amino primarios
disminuye la afinidad por tetrodotoxina (TTX)
de los receptores de membrana aislada de su-
perficie (con mayor sensibilidad) y de tbulo
transversal. Esto se ratificé usando fluores-
camina a pH 7., condiciones en que otros mar-
cadores de la membrana permanecen intactos.

Se estudiaron las corrientes de sodio
(INa) en fibra muscular cortada bajo poten-
cial controlado, bloqueando las corrientes de
salida con aspartato de TMA (120mM) intrace-
lular. La corriente mixima (4 mA/cm2) es
inhibida a un 50% por 1nM TTX,

El tratamiento con concentraciones bajas
de fluorescamina (50 y 100 uM) produce al-
teraciones menores en INa sin producir co-
rrientes de fuga. Se discute la posibilidad
de que este tratamiento altere la sensibili-
dad del canal de sodio a TTX y a otras toxi-
nas sin que varien las propiedades de con-
ductancia del canal.

Financiado por DIB, Univ, de Chile 2123,
Muscular Dystrophy Association y NIH -GM
35981-01,
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CARACTERISTICAS ULTRAESTRUCTURALES DE LAS ZONAS DE CON-
TACTO ENTRE CELULAS DE LANGERHANS Y LINFOCITOS EN PROCE
SOS PATOLOGICOS EXPERIMENTALES Y HUMANOS. (Ultrastructu
ral analysis of the attachment between lymphocytes and
Langerhans cells in experimental and human diseases).
Concha,M., Figueroa,C.D. y Caorsi,I. Instituto de Histo
logfa y Patologfa, Facultad de Medicina, Universidad
Austral de Chile.

La célula de Langerhans (CL) posee la capacidad de
captar y presentar antigenos a linfocitos T, induciemn-
do en &stos una respuesta immmunitaria. La presencia de
zonas de contacto entre ambas cBlulas serfa la expresifn
morfolégica de esta funcibn.

En este trabajo se describen las caracteristicas ul-
traestructurales de estas zonas de contacto en dermati-
tis por contacto experimental con y sin tratamiento con
colchicina, en cincer cérvico uterino y micosis fungoi-
des. Las muestras se fijaron en aldehidas, 0sO4~K4
[Fe (MN)g], con tincién de acetato de uranilo en bloque
o en mezcla fijador-hidréxido de lantano. El anflisis
con microscopia electrfnica de alta resolucifn reveld
3 tipos de contactos: a) puentes intercelulares, b) gli
cocalix-glicocalix y ¢) aposicifén de membranas con se—
llamiento del espacio intercelular. Aparecian asociados
a estas uniones microfilamentos y el gréinulo de la CL.
En la dermatitis por contacto, colchicina en dosis de
10 ug/20 gr de peso produjo un aumento de los contactos
CL-linfocitos, 24 y 48 hrs después de inyectada, sin mo
dificar la estructura de las uniones.

Los resultados sugieren que estas estructuras de con
tacto representan interrelaciones transitorias produci-
das por modificaciones de la membrana plasmética, depen
dientes del citoesqueleto. Es posible que pemitan el ~
intercambio de sefiales o camnicaciones de una c€lula
a otra.

Financiado por Proyecto $-85-16, Direccifn de Investi-
gaciones, U.A.CH. y Proyecto 1233/84 CONICYT.

CARACTERIZACION PARCIAL DE ACTIVIDAD PROTEOLI-
TICA EN FRACCION SOLUBLE DE CROMATINA DE HUEVO
FECUNDADO DE ERIZO DE MAR T, niger. (Partial

characterization of proteolytic activity in so
luble chromatin fraction from fertilized sea

urchin egg T. niger). Contreras, M. y Sénchez,
L. Depto. Biologfa Molecular. Fac. Cs. Biol, y
de Rec. Nat. Universidad de Concepcidn. Chile,

Se ha reportado actividades proteolfticas
en fraccidén nuclear de huevo no fecundado y fe
cundado de erizo de mar T. niger y se ha suge-
rido que podrian desempefiar una funcidén en la
regulacidn de la expresidn génica.

En este trabajo se informa de la actividad
proteolitica en la fraccién soluble de cromati
na en NaCl 0.7M obtenida de huevos fecundados
(cigotos 80 min). Degrada caseina-urea con un
pH éptimo de 7 8 9.A pH 7.0 degrada selectiva-
mente protefnas de la misma fracciédn, como tam
bién histonas de espermatozoides de la misma
especie., Le histona H] es més sensible a la de
gradacidén a 0°C y HpA y H) a 37°C.

El efecto de inhibidores de proteasas, so-
bre la degradacidn de histonas, fue: PMSF inhi-
bid en formae parcial la degradacién de todas
ellas, ITPS inhibié parcialmente la degradacién
de histona HpA. TLCK inhibié parcialmente 1la
degradacién de histonas HpA y Hy. TPCK inhibié
la degradacién de histona H; casi en su totali
dad. Cuando la actividad que degrada H) es
inhibida por TPCK ocurre una répida degrada-
cién de histona H3y y algo menos de histona HpB
y Hy.

Estos resultados indican la existencia de
actividades proteolfticas tipo tripsina y qui-
motripsina y sugiere un rol regulador de esta
1ltima sobre la actividad que degrada histona
H

Financiado por Proyecto 203108. U. de C.
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EFECTO DE PCLIAMINAS SOBRE LAS QUINASAS DE FOSFATIDIL-
INOSITOL Y FOSFODIESTERASA DE NUCLEOTIDOS CICLICOS DE
MEMBRANAS DE 00CITOS DE Xenopus laevis. (Effect of
polyamines on the activity of phosphatidylinositide ki-
nases and cyclic nucleotide phosphodiesterases of Xeno-
pus laevis oocyte membranes.) Connelly, C., Plaza, M.,
Carrasco, D. y Marincovic, B. Departamento de Biologia,
FacuTtad de Ciencias, y Departamento de Bioquimica,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

de nuestro laboratorio han demostrado que po-
Tilisina (0.1-1 mM) y otras poliaminas estimulan noto-
riamente la fosforilacidn de proteinas y la adenilato
ciclasa presente en membranas de oocitos de X. laevis.
Este hallazgo nos ha interesado en determinar si estos
compuestos tambien pueden afectar a otras enzimas de
membrana que pueden participar en la transduccidn de
sefiales en dichos organelos. Se analizg la fraccion
lipidica obtenida por extraccidn con cloroformo-metanol
acidico de membranas incubadas por 3 min con Y 23ATP.
En estos estudios se pudo establecer que la presencia
de polilisina (25 lisina) (50-200 uM) causd un estimulo
de 2 vecks en la formacion de fosfatidilinositol 4-
fosfato y un incremento apreciable en fosfatidilinosi-
tol-4,5 difosfato. Copolimeros de lisina con alanina y
serina y poliornitina mostraron efectos similares, pero
Histona Hl y poliarginina fueron menos eficientes. Un
péptido sintético de 14 aminodcidos que contiene 8 1i-
sinas y la secuencia carboxi terminal de la proteina
oncogénica Ki-ras humana tambi€n estimula la fosforila-
cidn de fosfatidilinositol. Al ensayar la fosfodieste-
rasa de nucledtidos ciclicos presente en las mismas
membranas se pudo observar que polilisina (P.M,20.000),
a concentraciones de 5 a 50 uM, produce una inhibicicn
de un 50% en la actividad de esta enzima. Estos resul-
tados indican que polipéptidos ricos en grupos aminos
tienen un notable efecto sobre las membranas, modifi-
cando en forma diferente la actividad de enzimas pre-
sentes en estas membranas. [Trabajo apoyado por el DIB
de la Universidad de Chile y OEA.}

Estudios

FORMAS ENZIMATICAS DE LA DEAMINASA DE Saccharomyces
cerevisiae. (Enzymic species of Deaminase from
Saccharomyces cerevisiae). Correa Garcia, S. R.,Rossetti,
M. V. y Batlle, A. M. del C.

Centro de Investigaciones sobre Porfirinas y Porfirias-
CIPYP- (FCEN, UBA - CONICET).

La Deaminasa, proteina que cataliza la formacidn de 1
molécula de UroporfirinSgeno I a partir de 4 unidades de
Porfobilindgeno (PBG), ha sido estudiada en numerosas
fuentes, sin embargo existe muy poca informacidn acerca
de la misma en la levadura S. cerevis{ae. En este traba-
jo se emplearon como fuente de enzima las cepas D27, noxr
mal en lo que a la sintesis de hemo se refiere y su mu-
tante D27/C6, que se caracteriza por una elevada sinte-
sis de citocromos como consecuencia probablemente de una
anomalfa enzimitica a nivel de la Deaminasa (J. Mattoon,
Univ. Colorado). En la mayoria de las fuentes estudiadas
se encontrd para esta proteina un {inico pico de PM 40000
con la @inica excepcidn de la enzima de Euglena gracifis
para la cual se obtuvo ademds un segundo pico activo de
PM 20.000. En este caso, sucesivos pasajes por Sephadex
G-100 de la enzima de la cepa D27 pareceria indicar la
presencia de 2 picos de actividad cuyos PMs serian de
20.000 y 10.000; sin embargo, cuando se estudid la Dea-
minasa de la cepa mutante sdlo se obtuvo un finico pico
activo de PM 20,000

Adends, teniendo en cuenta que para la enzima de o-
tras fuentes se han detectado miltiples formas molecula-
res por cromatografia de intercambio ifnico, cuyo origen
no estd alin totalmente esclarecido, se decidid estudiar
el comportamiento de la enzima en un pasaje a través de
DEAE-celulosa. Los perfiles de elucidn obtenidos para
las dos cepas fueron diferentes segiin 1a enzima se elu-
yera en ausencia o presencia de su sustrato, obteniéndo-
se en este Gltimo caso varios picos de actividad en la
zona de alta fuerza iBnica que no aparecian cuando la co
rrida se hizo en ausencia de PBG, sugiriendo por lo tan-
to la posible existencia de distintas formas enzimiticas
que podrian corresponder a diferentes complejos E-PBG.
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PURIFICACION DE LA UDP-N-ACETILGALACTOSAMINA: GM3 N-
ACETILGALACTOSAMINIL TRANSFERASA DE CEREBRO DE EMBRION
DE POLLO (Purification of UDP-N-acetylgalactosamine;
GM3 N-acetylgalactosaminyl transferase from chick
embryo brain).Cortassa S.,Rosa A.L. y Maccioni H.J.F.
Departamento de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias
Quimicas, CIQUIBIC,CONICET, Universidad Nacional de
Cdrdoba. Cdérdoba. Argentina

En estadios tempranos del desarrollo embrionario del
sistema nervioso central de aves y mamiferos los gan-
glidsidos mayoritarios son de cadena oligosacirida
simple (GD3), mientras que en estadios avanzados lo
son de cadena compleja (GDla). Resultados de este labo-
ratorio muestran que el cambio en el perfil de ganglid-
sidos ocurre, al menos en parte, debido al aumento de
la actividad CM3: N-acetilgalactosaminil transferasa.
Esta actividad fue parcialmente solubilizada de micro-
somas de cerebro de embrifm de pollo de 14 dias por
tratamiento con 0,5% Triton X 100, 0,64M sucrosa y so-
nicacidn extensiva. El extracto se llevd a 3% dodecil-
sulfato de sodic (SDS), se calentd 2 min. a 90°C y se
cromatografid en Sephadex G 200 equilibrado en 0,1%
sSpsS, 0,1M Tris, pH 7,2. La actividad en las fracciones
se determind luego de eliminar el SDS y renaturalizar
la enzima en presencia de llpidos. El1 60% de la activi-
dad eluyd cerca del Vt con menos del 5% de la proteina
sembrada. La electroforesis del extracto en geles de
poliacrilamida en presencia de SDS permitid ubicar la
actividad en dos regiones del gel de PM 30 y 90 kD. El
producto de reaccidn de la enzima rematuralizada fue
identificada como GM2 por criterios cromatogrificos.

La posibilidad de temer una ganglifsido glicosil trans-
ferasa purificada permitirfa iniciar estudios de su
expresidn a nivel molecular durante el desarrollo del
sistema nervioso.

BIOTRANSFORMACIONES ESTEREOSELECTIVAS DE D,L-S5-HIDAN-
TOINAS SUSTITUIDAS A D- o L-AMINOACIDOS. {Stereoselec-
tive Bioconversions of D,L-5-substituded Hydantoins to
D- or L-Aminoacids).

D. Cotords*, A. Mgller, C. Syldatk y F. Wagner. Insti-

tuto de Bioquimica y Biotecnologia, Universidad de Braun

schweig, Alemania Federal. (Patrocinio: M.A. Valenzue-
la).

Acoplando reacciones enzimiticas a un proceso de
sintesis quimica es posible introducir quiralidad en
el producto deseado. Las 5-hidantoinas sustituidas ra-
cemicas son sustratos adecuados para una biotransforma-
cién, ya que pueden ser sintetizadas quimicamente a ba-
Jjo costo.

Se obtuvo los dos enantiomeros puros de diferen—
tes aminodcidos, hidrolizando estereoselectivamente D,
L-5-hidantoinas sustituidas, mediante dos microorganis—
mos aislados de muestras de suelo.

La bacteria D-especifica (cepa AM2) hidroliza D,
L-5-metilhidantoina a N-carbamil-D-alanina y D-alanina.
Las condiciones Sptimas de la reaccidén completa, con
células en reposo, fueron: pH 9,2 y temperatura 50-55
°C. La D-hidantoina y la D-carbamilasa son especificas
D y tienen una amplia especificidad de sustrato.

La bacteria L-especifica (cepa BH20) hidroliza D,
L-5-indolilmetilhidantoina a N~carbamil-L-triptofano y

L-triptofano. Las condiciones 6ptimas de la reaccidn
completa, con células en reposo, fueron: pH 7,5 y tem-—
peratura 27°C. Con células enteras, sdlo la segunda

reaccién fue estereoselectiva y un grupo limitado de D,
L-5-hidantoinas sustituidas fueron hidrolizadas a L-ami
noacidos.

Se discute 1la aplicacidén industrial de ambas re-
acciones para la produccidén de aminocdcidos &pticamente
activos.

* Direccién actual: Departamento de Bioquimica y Biolo
gia Molecular, Facultad de Ciencias Quimicas y Farma-
céuticas, Universidad de Chile.

COMUNICACIONES LIBRES

CITOCROMO P-450 Y QUIMIOLUMINISCENCIA (QL) DE HIGADO DE
RATA EN LA HIPOXIA HIPOBARICA CRONICA. (Chemiluminescen
ce and Cytochrome P~450 of rat liver in chronic hypo-
baric hypoxia). Costa, L. y Boveris, A.

Ininca, Iquifib (Conicet) Universidad de Buenos Aires.

Se ha postulado que el citocromo P-450 interviene en el
transporte de 0y intracelular en los hepatocitos y en

la produccibn de radicales libres, procesos que tendrian
relevancia en la hipoxia. El objetivo de este estudio
fue determinar el contenido de citocromo P-450 en el hi
gado y la velocidad de peroxidacidn lipidica mediante

QL de la superficie del &rgano "in situ' en la adapta-
cifén a la hipoxia hipobdrica crdnica. Se utilizaron 60
ratas de ambos sexos, la mitad de las cuales fueron so-
metidas a una altura simulada de 4.400 m o 5.500 m duran
te 2 a 11 meses en una cidmara de hipopresidn y el resto
permanecieron a presidn atmosférica ambiental. La QL se
midid en ratas hembras mediante un contador de fotones.
La emisidn se expresa como cps/cm”. La emisidn espontd-
nea fue 25% menor en las ratas sometidas a hipoxia.

C (control): 17.5 + 1.3, H (hipoxia): 13.2 + 1.2, p <
0.05. La QL inducida por administracidn i.p. de Cl4C fue
46% menor en las ratas hipGxicas. C: 55 + 6, H: 26 + 2,
p <0.01, El citocromo P-450 microsomal determinado es-
pectrofotométricamente y expresado en nmol/mg de protei
na, no mostrd diferencias significativas por efecto de
la hipoxia. Hembras, C: 0.98 + 0.05, a 4.400 m: 0.89 +
0.08, a 5.500 m: 0.98 + 0.05. Machos, C: 1.27 + 0.05,

a 4.400 m: 1.32 + 0.08, a 5.500 m: 1.42 + 0.01. La esti-
macién del contenido de reticulo endopldsmico sefiald una
disminucidn del mismo en las hembras hipdxicas, por lo
cual el contenido de citocromo P-450, expresado en nmol/
g de tejido fue menor. C: 11.6 + 1.3, H: 8.6 + 0.6, p <
0.05. Los resultados no apoyan la hipStesis de un aumen-
to del citocromo P-450 como mecanismo de adaptacidn a la
hipoxia y sugieren que una disminucidn de su contenido,
por disminucifn del retficulo endopldsmico hepitico, da-
ria cuenta de la menor QL observada en los animales hi-
pdxicos.

ESTUDIOS DE EXPRESION DEL GEN OMPF  MEDIANTE
TRANSFORMACION DE MUTANTES DE PROTEINAS DE
MEMBRANA EXTERNA DE £. coli.(Transformation

and expression of ompF gene in E. cel:i outer
membrane Erutein mutants). .
Cotoras l., Zaror, M. 1., Imarai, M., Claude
Aay Gémez, I., Yudelevich, A. ; Venegas A.
laboratorio’ de Bioquimica,  Faculta de
Ciencias Bivldgicas, Universidad Catolica,
Casilla 114-D, Santiagw, Chile.
Estudios previos han sugerido que el

antibiotico carbenicilina seria transportado

a través de la porina OmpF ya que mutantes
seleccionados por resistencia a aste
antibidtico carecen de OmpF en la membrana

externa. Para corroborar este planteamiento
se estudid la expresion de ompF en distintos
mutantes de proteinas de membrana externa.
Fara ésto se construyd un vector sin el gen
de beta-lactamasa, por delecidén controlada en
el sitio Pstl de pBR3IZ7. En el gen CAF de
este vector se incorpord un fragmentg EcoRI
aislado de pLF4 con_el gen ompF de £. coli
(vector pM8538). Con este lasmido  se
transformaron los mutantes W7NR, MC4104 vy
MC4105. W7NR parece ser un mutante
regulatorio en que no se expresa Ompf ¥_DmpC
se expresa escasamente. En cambio Mé4 04 vy
MC410 son mutantes de {os genes
estructurales ompC y ompF respectivamente. En
ninguno de ellos se detecto actividad
beta-lactamasica. Los transformantes se
identificaron for el fenotipo Tet=, CAF®
por la presencia de pMC338. Se detecto la

expresion del gen mediante andlisis de las
pruteinas en ?eles poliacrilamida-SDS vy por
'Western blotting" con anticuerpos
anti-porinas. )

Luego de transformacion con pMCS38, W7NR
bajb Su resistencia a carbenicilina de 80 a
40 ug/ml observdndose moder ada expresion de
OmpF. E mutante MC4105 transformada con
pMESES, mostrd sobreexpresion de OmpF, sin
cambios significativos en sensibilidad a

carbenicilina. .
Se concluye que carbenicilina es_transpor-—
tada preferentemente por OmpF en W7NR.

#Financiado por proyecto DIUC 81/86.



COMUNICACIONES LIBRES

RELACION MIOSINA/ACTINA EN ACTOMIOSINA DE MERLUZA (Mer
luccius hubbsi) EN PRE Y POST - DESOVE. (Myosin/actin
ratio in pre and post-spawned Hake (Merluccius hubbsi)
actomyosin).Crupkin, M.; Montecchia, C.L.and Trucco, R.

Centro de Investigaciones de Tecnologia Pesquera
(CITEP - INTI), Marcelo T. de Alvear 1168, (7600) Mar
del PLata, Argentina.

Se cuantificd la relacidn miosina/actina de la ac-
tomiosina de merluza, a lo largo de su ciclo reproducti
vo. Lla determinacién fotodensitométrica, luego de la
electroforesis de la protefna en geles de SDS-Poliacri-
lamida 10%, reveld que el valor de la relacibn es
1,50 + 0,27 en la actomiosina de pescado capturado en
pre-desove, y de 2,59 + 0,60 en la de post-desove. EL
perfil de la relacidn miosina/actina fue similar al del
Indice Hepato Somdtico (IHS) a lo largo del ciclo repro
ductivo de la merluza, encontrindose una buena relacidn

entre ambos pardmetros (r= 0,804 P< 0,01).

Estos resultados sugieren que la composicidn de la
actomiosina de merluza es influenciada por su condicién

biolégica.

ROL DE PROTEINAS CITOESQUELETICAS EN LOS CAMBIOS DE
FORMA DE CELULAS OXINTICAS DE AVE. (Role of cytoske
letal proteins in the changes in shape of avian
oxyntic cells). Dabiké, M., Koenig, C. y Munizaga,
A. Dpto. Biologia Celular, Fac. Ciencias Bioldgicas,
Pontificia Universidad Catdélica de Chile.

El cambio morfofuncional que experimentan las célu
las oxinticas durante la secrecién de &cido clorhi-
drico (HCl), parece estar mediado por proteinas ci-
toesqueléticas. La célula oxintica de ave es un
excelente modelo para estudiar el rol del citoesque-
leto en este proceso de movilidad ciclica por tener
un polo secretor prominente expuesto hacia el lumen
glandular.

Se realizd un estudio comparativo™ de la estructura
¥y localizacién inmunocitoquimica de miosina, filami-
na y filamentos intermedios (FI) en células oxinti -
cas de ave en reposo y actividad. Se establecié que
la célula oxintica en reposo presenta una superficie
lisa y canaliculos intercelulares cortos. La estimu
lacién determina la aparicibén de profundos canalicu-

los intercelulares, llenos de prolongaciones citoplés

micas ricas en microfilamentos, generados por despla
zamiento de los complejos de unidn hacia el tercio
basal de la célula. La inmunofluorescencia mostré
que en gléndulas en reposo, miosina, filamina y FI
forman un anillo adyacente al lumen glandular, el
cual se desplaza hacia el tercio basal como resulta-
do de la estimulacién. En ambos estados funcionales
miosina y filamina se distribuyen difusamente en el
resto del citoplasma mientras que FI forman una red
que se proyecta desde el anillo hacia la base de la
célula.

Se concluye que el desplazamiento de los complejos
de unidén y del anillo citoesquelético mediarian la
formacién de los canaliculos intercelulares. La
reorganizacién ultraestructural seria consecuencia
de cambios en la distribucién e interacciones entre
FI, actina y proteinas asociadas.
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Tratamiento enzimitico del agua de cola de la industria
de harina pescado en proteasas de Cucurbita Ficifolia
(Enzymatic Treatment Stickwater from Fichmeal Industry
with the Protease from Cucurbita Ficifolia).Curotto E..
Aguirre C., Illanes A. y Shaffeld G. Instituto de Quimi-
ca y Escuela de Ingenieria Bioquimica. Universidad Catd-
lica de Valparaiso (Patrocinio: G. Gonzilez).

Anualmente se procesan 2,5 millones de tt de agua de
cola en la industria de harina de pescado. El proceso de
evaporacidn del agua de cola es la etapa inicial en la
obtencién de la harina integral. Durante la evaporacidn,
la viscosidad aumenta; entre los compuestos que favore-
cen este aumento estan las proteimas. La elevada viscosi
dad del fluido produce varios problemas en la obtencién
del producto y en la industria. La utilizacidén de protea
sas permite obtener fluidos de menor viscosidad. El uso
de estas enzimas podria bajar el costo de operacién en
la industria de harina de pescado. En este trabajo se uti
1126 proteasas de C.Ficifolia para analizar el efecto en
la viscosidad del agua de cola y comparar los datos obte
nidos con los de alcalasa 0.6L, proteasa importada. -

Se utilizaron las proteasas precipitadas al 30% de sa
turacién con (NH)ZSO en una relacién enzima-sustrato
1:20. E1 método dé nfnhidn‘.na se usd para cuantificar la
hidrélisis del agua de cola en funcién del tiempo y de
la temperatura. Se determind la viscosidad del agua de
cola hidrolizada en distintas etapas de evaporacidn.

Las mejores condicioneg determinadas para la hidréli-
sis fueron temperatura 60°C y tiempo de reaccién 1 hora.
En estas condiciones presentan mayor actividad las pro-
teasas de la C.Ficifolia gue la alcalasa. La viscosidad
del agua de cola hidrolizada disminuye en un 65% en re-
lacidén a la ro tratada, pero es mayor en un 20% a la
viscosidad obtenida con alcalasa.

REGULACION DE LA ACTIYIDAD NITRATO REDUCTASA EN R SPHEROIDES
S, (Regulation of the nitrate reductase activity in R Soteroices SH). De
Castro, R.. Kerber, NL., Massuco, SV. v Garcia, AF, Instituto de
investipeciones Bloligicas, Feculted de Clencias Exoctas y Netursles,
Universidad Nacional de Mar del Plata, Argentins.

En algunos procariontes fototréficos el nitrato es reducido e través de
un cemino disimilatorio permitiendo el crecimiento en presencia de
nitroto como Unica fuente de nitrégeno. También existe una aparente
eactividad de tipo disimilatorio. En este {rabajo se nvestiga el posible rol
de 1a reduccion de nitrsto en R Spideroides SW que 8 peser de tener esta
capacided enzimética no puede asimflar nitrato durante su crecimiente.

Los resultados que se presenten Indican que en este procarionte
fotolrdfico 18 reduccion de nilreto esté perclal y simulisnsamente

regulads por:

8) disponibilided de espacio fisico pars su insercion en la membrana
citoplesmética.

b) varieaciones en lo disponibilidad de poder reductor, 1o que reguleria
1a cantidad de electrones que se canalizsn & través de la nitrato

reductasa.

¢) potenciel electroguimico de les célules, que nos he permitido
conjeturar que bajo condiciones de crecimiento limitado por uns
menor produccion energética, el nitreto es reducido de una manera
disimflstoria para contribuir & los requerimienlos det
metabolismo general.

A pesar de algunss diferencias entre la expresibn “ iz vivd e * in vilrd
g8 1o enzima, solomente he sido posible detecer una Ginica actividad
mediante geles de electroforesis no disociantes.

f inonclado por CIC y CONICET.
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FOSFORILACTION ENDOGENA DEL RECEPTOR COLINERGICO NICOTINI
€O, PROTEINAS NO RECEPTORAS Y FOSFOLIPIDOS EN LA MEMBRA-
NA POSTSINAPTICA. A.M.R. de Ferndndez, I.C.B. de Romane-
11i y F.J. Barrantes; Instituto de Investigaciones Bio-
quimicas, UNS/CONICET, 8000 Bahfa Blanca, Argentina.

Varios tipos de proteina quinasas han sido caracterizadas
en la membrana postsiniptica de 8rgano eléctrico, rica en
receptor colinérgico (AChR), gue fosforilan las subunida-
des del mismo y proteinas no receptoras. Se conoce poco
acerca de quinasas semejantes que actuén sobre los 1ipi-~
dos de tales membranas, en analogia a lo que ocurre en
otros sistemas quimiocexcitables. Membranas enriquecidas
en AChR (T. marmorata)fueron incubadas con ATP-V—[32P| en
medios apropiados para determinar la incorporacidn del
radioisStopo en lipidos y proteinas. En los primerxos, al
rededor del 95% de la marca se concentra en los polifos:
foinositidos, constituyentes minoritarios de estas mem-~
branas. En presencia de ca?+ y calmodulina la fosforila-
cidn se ve marcadamente inhibida, especialmente a nivel
de PIP. Tratamiento de las membranas con NaOH produce la
deplecidn de proteinas periféricas e inesperadamente, la
extraccidn de fosfoglicéridos, en particular PIP y PIP,.
Cuando se marcan electrocitos de D. tschudii con 32p mis
del 70% de la radiocactividad se incorpora a fosfolipidos
acidicos, que es co-extrafda por el tratamiento alcalino.
Por otra parte, cuando se compara el perfil de membranas
nativas ricas en AChR con aquellas deplecionadas de pro-
teinas periféricas se evidencia fundamentalmente la dis-
minucidn de la fosforilacidn de las proteinas de 43 KDa
(v) conjuntamente con una apreciable disminucidn de la
marcacién de la subunidad y (g_r 56000) del AChR. Esta
subunidad es sustrato de dos proteina quinasas: la AMPc-
dependiente y una tirosina quinasa. Si bien la co-extrac
cién de proteinas periféricas no receptoras y ciertos 11
pidos no permite afirmar la existencia de relaciones es-
tructurales entre ambos en la membrana nativa, los resul
tados sugieren 1) la posibilidad de tal asociacifn in
situ y 2) la unién laxa a la membrana de proteina quina-
sas cuyos sustratos incluyen proteinas no receptoras

y la subunidad y del AChR.

SOBREVIVENCIA DE EMBRIONES DE CHOROMYTILUS CHORUS (MOLL.
BIVALVIA) DESPUES DE HABER SIDO CONGELADOS Y DESCONGELA-
DOS. (Survival of CH.chorus (Moll, Bivalvia) embryos
after freezing and thawing). Del Campo,M.R., Gallardo,
C.S., Leal,P, y Fil@in,L. Instituto de Reprod.Animal e
Inst. de Zoologia, UACH.

Las técnicas de congelacidn de embriones, aplicadas
en mamiferos, han abierto un campo ilimitado de investi-
gacidn en otro tipo de animales. Aparte de su importan-
cia cientifica, la ventaja de estos estudios radica en
su aplicacidn practica.

El presente estudio se realizd para determinar si
embriones de Ch. chorus sobreviven tras haber sido con-
gelados/descongelados. Los embriones fueron colocados su
cesivamente en 4 soluciones crecientes de glicerol y
agua de mar. En seguida fueron envasados en pajuelas de
pléstico de 0,5 ml de capacidad en la solucién de equili
brio (1,4 M de glicerol) y posteriormente enfriados a
1°C/min desde 6°C a -7°C, y a 0,3°C/min hasta -35°C. A
esta temperatura fueron sumergidos en nitrSgeno liquido
y almacenados por mids de 15 dias. Después de la desconge
lacidn los embriones recuperados fueron sometidos a solu
ciones decrecientes del crio-protector y agua de mar Yy
posteriormente cultivados por 48 hrs. Se observd que un
porcentaje significativo (sobre 80%) de los embriones re
cuperados y llevados a cultivo, continuaron su desarro-
1lo alcanzando estados larvales. Estos resultados preli-
minares demuestran que la técnica de congelacidn usada
puede ser aplicada con éxito en la preservacidn de embrio
nes de esta especie.

Subvencionado por Direccidn de Investigacidn UACH.
Proyecto RS-83-4 y por la Agencia Internacional de
Cooperacidn de Japdn (JICA).

COMUNICACIONES LIBRES

TRIPANOSOMATIDOS :MUTANTES NATURALES DE LA N-
GLICOSILACION DE PROTEINAS (Trypanosomatids
are natural mutants in protein N-glycosylation
de la Canal,L. y Parodi,A. Instituto de Inves-
tigaciones Bioquimicas, Fundacidén Campomar,
Buenos Aires, Argentina.

La N-glicosilacibén de proteinas involucra la
transferencia de Glc3MangGlcNAc) del derivado
de Dolicol-P-P (Dol-PP) a la proteina. El
Dol-P-P-GlcNAcyMangGlc3 se sintetiza por adi-
cién de residuos de monosacirido de manera fi-
nica y ordenada. En todos los tripanosomdtidos
estudiados en nuestro laboratorio el oligosa-
cdrido transferido a proteinas "in vivo" a) no
contiene Glc y, b) el nfimero de manosas varia
entre 6 y 9 seglin la especie. Aqui se estudia
la sintesis de Dol-P-P~oligosacdridos en sis-
temas libres de cé&lulas con el objeto de ca-
racterizar las deficiencias observadas "in vi-
vo”.

Se muestra gue la ausencia de Glc en el oli-
gosacdrido transferido se debe a la falta de
la actividad gque sintetiza Dol-P-Glc (dador de
restos glucosilo) en todas las especies estu-
diadas. Estos tripanosomdtidos sintetizan
Dol-P-Man pero difieren en su capacidad de sin
tesis de Mang_gGlcNAc2~P-P-Dol; cuando se jin-
cuban membranas de par&sitos con GDP-Man({-°C),
Dol-P y una mezcla de Mans_gGlcNAcp-P-P-Dol
frio como sustrato se observa que T.cruzi (in
vivo sintetiza MangGlcNAc)) tiene todas las
actividades de manosiltransferasa. C.fascicula
ta y L.enriettii (in vivo ManyGlcNAcjy) no tie-
nen actividad de transferasa 8 y 2. B.culicis
(in vivo MangGlcNAcp) no tiene las transfera-
sas 7, 8 y 9.

Se concluye que los tripanosomdtidos son mu-
tantes naturales de la N-glicosilacién de pro-
teinas.

EFECTOS DE L-GLUTAMATO SOBRE LA SECRECION DE 3H—NORADRE
NALINA Y LA ACTIVIDAD CONTRACTIL DEL CONDUCTC DEFERENTE
DE RATA. (Glutamate effects on 3H-noradrenaline relea-
se and contractile activity of the rat vas deferens).
Del Villar, M., Peirano, A. y lara, H. Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular. Fac. Ciencias Quimi-
cas y Farmacéuticas. Universidad de Chile.

L-glutamato (L-glu), neurotransmisor excitatorio en el
sistema nervioso central, puede actuar como neuramodula
dor de las neuronas catecolaminérgicas. Am no se ha es
tudiado la participacién de L-glu como modulador en sis
tema nervioso periférico. En este trabajo se estudid
el efecto de L-glu sobre la secrecién de 3H-noradrenali
na (3H»NA) y sobre la actividad contractil del conducto
deferente de rata.

la secrecidn inducida por K* 65 mM de 3H-NA recién cap-
tada, aumenta en un 30% cuando se estimula en presencia
de L-glu 10-OM. La secrecidn espantdnea de 3H-NA es in
hibida en un 30% por Glu 10°M, este efecto es menor
cuando se estudia a 107> M y desaparece a concentracio-
nes de 10°4 M. Fracciones de membrana aisladas por cen
trifugacién diferencial de homogeneizados de conducto
deferente, presentan unidén de alta afinidad para L-3H-
Glu. La unién mixima es un 20% de la obtenida en mem-
branas aisladas desde el ganglio periférico en donde se
originan las neuronas adrenérgicas que inervan el con-
ducto deferente. La adicién de NA a una preparacidn de
conducto deferente evoca una respuesta contractil depen
diente de la dosis. L-Glu en dosis equimolares induce
contracciones cuya magnitud es un 10-20% de las obteni-
das con NA. Este efecto no aparece al agregar L-Glu
junto con NA al bafio de incubacidn.

Estos resultados sugieren que L-glu puede actuar como
neuromodulador de la actividad contrdctil del conducto
deferente actuando sobre los temminales noradrenérgicos.
No se descarta la posibilidad de una posible inervacitn
glutamatérgica en el drgano.
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REGULACION POR GLUCOCORTICOIDES DEL SISTEMA @-RECEPTOR-
ADENILATO CICLASA DE GLANDULA MAMARIA DE RATA. (Glucocor-
ticoids regulation on A#-receptor-adenylate cyclase sys-
tem from rat mammary gland). Depix, M.S. y Sapag-Hagar,
M. Dpto. Cs. Bioldgicas, Fac. Cs. de la Salud, U. de An-
tofagasta y Dpto. Bioquimica y Biologia Molecular, Fac.
Cs. Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile.

Resultados recientes, obtenidos en nuestro Laboratorio,
indican que los glucocorticoides (GCs), tales como la
hidrocortisona (Hc), no afectan el N° de receptores #-a-
drenérgicos mamarios en ratas adrenalectomizadas (ADX),
pero si se observan aumentos significatives en los nive-
les intracelulares de AMP ciclico (AMPc).Este efecto de
los GCs podria estar relacionado con la proteina Ns &
con la adenilato ciclasa (AC) del sistema A-adrenérgico.
(C8lulas de neuroblastoma, in vitro, han permitido esta-
blecer que los GCs potencian la formacidn de AMPc, ac-
tuando sobre la AC (subunidad catalitica) sin alterar el
N° de receptores.

Ahora estudiamos el efecto de la Hc en glandula mamaria
de ratas ADX, sobre el sistema proteina Ns-adenilato ci-
clasa.

Se evalud in vivo e in vitro, en células epiteliales a-
isladas de 1a glandula y en cultivo de tejido (36 horas)
el efecto de la Hc (in vivo 1 mg/Kg peso; in vitro 1 ug/
ml) en los niveles intracelulares de AMPc basales y es-
timulados por A-agonistas, toxina del cdlera y fluoruro
(proteina Ns), y forskolin (AC) y también al bloquear
los receptores A-adrenérgicos con propranolol.

Nuestros resultados indican que, probablemente, la ac-
cifn de los GCs podria estar relacionada con una mayor
interaccién receptor-proteina Ns y/o proteina Ns-AC, o
bien una mayor actividad funcional de la proteina Ns o
de la AC, debido a que se observan aumentos en los nive-
les de AMPc en presencia de Hc en ratas ADX, sin variar
el N° de receptores A-adrenérgicos ni la actividad de la
MMPc-fosfodiesterasa en la glindula.

(Proyecto B-2116-8623 de la Universidad de Chile, 1986).

INTERACCION DE ALCOHOLES ALIFATICOS CON EL
TRANSPORTANOR DE COLINA DE ERITROCITOS HUMANOS.
(Interaction of aliphatic alcohols with the cho
line carrier of erythrocytes). Devés, R. y C4-
ceres, J. Depto. Fisiologfa y Biofisica, Fac.
Medicina, U. de Chile y Depto. Biologfa, Fac.
Medicina, U. de Valparafso.

El transporte de colina a través de la mem-
brana del gléhulo rojo ocurre por medio de un
transportador que oscila entre dos estados con-
formacionales e involucra, por lo tanto, al me-
nos una etapa de reorganizacifén de la proteina.
Una forma de investigar la naturaleza del cam-
bio conformacional es mediante el uso de inhibi
dores que interfieren a este nivel. -

En este trabajo demostramos que el transpor-
tador es inhibido reversiblemente por alcoholes
alifiticos sin que estos afecten la etapa de re
conocimiento del sustrato. Esto sugiere que su
efecto se dehe al hloqueo del cambio conforma-
cional responsable de la translocacién. En una
primera etapa, hemos caracterizado el mecanismo
de inhibici6n utilizando una serie de alcoholes
de cadena recta de 2 a 10 ftomos de carbono. To
dos inhiben el sistema en forma no competitiva
y con una dependencia de la concentracién com-
pleja (coeficiente de Hill 1,6-1,9). La dosis
requerida para inhibir en un 50% (Is¢) decrece
a medida que aumenta el nGmero de carbonos,
existiendo una relacién lineal entre el 1n Tgq
y el nfimero de dtomos de carbono. Esto sugiere
la existencia de un mismo sitio de accibén. La
inhibicifn es simétrica afectfindose por igual
el movimiento en una y otra direccibn. Los al-
coholes difjeren sin embargo, en su capacidad
para exponer un grupo sulfhidrilo susceptible a
modificacién por N-etilmaleimida.

Proyecto B 1540-8355 DIB. (U. de Chile).
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EFECTO DEL DIETILPIROCARBONATO, REACTIVO K DE
WOODWARD Y PICRILSULFONATO SOBRE LA ACTIVACION
DE LA FRUCTOSA-1,6-BISFOSFATASA DE CLOROPLASTOS
MEDIADA POR ANIONES CAOTROPICOS. (Effect of di
ethylpyrocarbonate, Woodward's K reagent, and”
picrylsulfonate on the chaotrope-mediated acti
vation of chloroplast fructose-1,6-bisphospha=
tase). de Prat Gay, Gonzalo y Wolosiuk, Ricardo
Fundacidn Campomar, Buenos Aires, Argentina.

Los aniones caotrfpicos estimulan la acti-
vidad especifica de la fructosa-1,6-bisfosfata-
sa (FBPasa) de los cloroplastos. En todos los
casos los cambios en las propiedades cinéticas
no implican una modificacién del peso molecu-
lar de la enzima. En el presente estudio se a-
nalizaron los efectos que sobre el proceso de
la activacién tienen reactivos especificos de
grupos histidilo (dietilpirocarbonato), carbo-
®ilo (reactivo K de Woodward), y amino (picril-
sulfonato).

La preincubacién de la FBPasa con dietil-
pirocarbonato o con el reactivo K de Voodward
previa a su activacién con moduladores, provo-
ca una disminucién de la actividad especifica;
la presentia de ditiotreitol o fructosa 1,6-bis
fosfato en dicha preincubacién previene parcial
mente tal inhibicién. El agregado de dietilpi-—
rocarbonato o reactive K de Woodward a la enzi-
ma activada no influye en su actividad. El tra-
tamiento de la FBPasa nativa con picrilsulfona-
to no afecta el proceso de activaci6n; por el
contrario este reactivo disminuye la actividad
especffica de la enzima activada.

Los resultados obtenides indican que a)la
exposicibn de varios residuos de amino&cidos es
modificada por la activacién de la FBPasa, y b)
algunos son esenciales para el proceso de acti-
vacifén, en tanto otros lo son para la cat&lisis

FFECTO DE MOLBECULAS ANFIFILICAS SOBRE ESPERMATOZOIDES DE
ANFIBIOS. (Effect of amphiphilic molecules onAmphibian
Spermatozoa) .Dfaz Fontdevila M.,Cabada M.,Bloj B.INSIBIO
(UNT-CONICET)Fac. Bioq.Qca.y Farm.Tucumén.Argentina.

En estudios previos (X¥V Reunién Anual de SAB.Rosario.
Argentina.1985)se commics que cuando se compara el efec
to de Fesfatidilcolinas (FCs)de distinta longitud de cade
nalC., a )scbre la capacidad fecundante de espermato
20id88 de Bifo arenarum |, la Didecanoil-FC(C, PC)resulta
ba la mds efectiva.En el presente estudio s& establece
que PCs de cadena mds corta(C, C, y Cg)resultan menocs
efectivas que C1 PC.A una con Zracign de 0,01 umoles/ml
C;oFC provoca una completa inhibici6n a los pocos segun
d5s de agregada a la suspensitn de espermatozoides,mien
tras a esa concentracifn ninguna de las otras PCs presen
ta efecto atn despues de 2 hs, de incubacién.Cuando se
ensaya a esa misma concentraci6n acido decanoico hasta 4
hs. de incubaci6n no presenta efecto y Monodecanoil-Gli
cerol presenta algtn efecto recién a las 2 hs.

Estudios efectuados sobre glcbulos rojos de esta espe
cie miestran que C, PC en una concentracién de 0,01 umo!
les/ml es el agent& hemolitico mfs eficdz produciendo he
mélisis completa,mientras no se detecta hemblisis por
efecto de acido decanoico o Monodecanoil-Glicercl en la
misma concentracién.

Estudios efectuados con espermatozoides de todac
lus is,donde se evalud el efecto de las diferen
tes PCs scbre el Indice Acrosfmico (1)indican también que
C, FC es la mds efectiva de todas.El hecho que C, PC sea
inhibitoria a concentraciones por debajo de 0,00& uvoles/
ml sugiere que es la forma monomérica la que se une a la
merbrana plasmitica de los espermatozoides causando des
organizacién de la misma ,desorganizacitn de los centrio
los y pérdida del acrosoma,efectos que pudieron visuali
zarse por Microscopia Electrénica.

1.Cabada M. y colaboradores (1984) Develop.Growth and Di
ffer. 26 ,515-523.
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MDDELD MATEMATICO Y SIMULACION COMPUTACIONAL DE LA
REGULACION EMBRIONICA. C.F.Doggenweiler. Fac. de
Ciencias 4. de Chile.

La regulacidn en el desarrollo de mamiferos
implica que los blastdmeros de la mérula son

equivalentes; per ende, la internalizacidn de
algunas células, para formar la masa celular
interna del blastocisto, debe depender de
mecanismos inespecificas. Hemos propuesta un

mnodelo que da cuenta de la compactacién y de la
internalizacién en términos de la minimizacién de
un parametro gue denominamos energia de superficie
(Goel, Doggenweiler y Thompson, J. Math.Biol 48:
167~187). Lta validez de este modelo se demostro
mediante simulacién computacional.

En la bdsqueda de una situacidn mds real,
modificamos el programa computacional para incluir
células de diferentes tamaMos (que en el embridn
se producen por la asincronia de las divisiones),
de diferentes posiciones relativas (que dependen
de las secuencias de planos de segmentacidn) e
incluso diferencias en adhesividad., El programa de
graficacidn de resul tados fué modificade
consecuentemente.

Se concluye que es mis probable que las
células mas pequefas (de divisibn m&s precoz) o
las m4s adhesivas resulten internalizadas. A pesar
de lo cual, el orden de planos de segmentacion
puede producir “atrapamientas" de células
internalizadas aun cuando no sean las menores a
las mds adhesivas.

Se agradece al DIB (Proyecto 2201) y al CIES
(Comisidn Fulbright).

ESTIMULACION DE LA METILACION DE FOSFOLIPIDOS EN MIO-
BLASTOS POR 1,25-DIHIDROXI-VITAMINA D3 (Stimulation of
phospholipid methylation in myoblasts by 1,25-dihydroxy-
vitamin D3). Drittanti, L. y A.R. de Boland. Departamen-
to de Biologia, Universidad Nacional del Sur, 8000 Ba-

hia Blanca, Argentina.

En mioblastos de misculo esquelético se ha detectado
un receptor especifico para 1,25-dihidroxi-vitamina D3
(1,25(0H)}2D3). Trabajos previos (SAIB 1985) sugirieron
que el esterol estimula la conversifn de fosfatidileta-

nolamina (PE)} a fosfatidilcolina (PC) por la via de

transmetilacién e incrementa la sintesis de triglicéri-
dos (TG). Se realizaron experimentos adicionales para
corroborar estos cambios y establecer si los mismos e-

ran el resultado de 1a accibn nuclear de la hormona.

Cultivos primarios de mioblastos de misculo pectoral de
embrién de pollo fueron tratados 12 h con 1,25(0H)2D3
(5 x 10-10 M) en ausencia y presencia de actinomicina-D
posteriormente incubados (2 h) con 3H-glicerol o con
H-colina y 14C-etanolamina simultaneamente. E1 esterol
aumentd significativamente la marcacién con °H-glice-
rol de PCy TG y disminuyé 1a de PE. En el experimento
de doble marcacidn no afecté la incorporacidn de <H-co-
lina a 1ipidos totales y PC pero incrementd la de l4¢.
etanolamina a PC a expensas de una disminucién propor-
cional en PE. Al separar los intermediarios de la via
de metilacidn se observd un incremento significativo en
1a marcacion de derivados dimetilados (130 %) y trime-
tilados (66 %) de PE. Los cambios en marcacion de 1ipi-
dos fueron suprimidos por la actinomicina D. Los resul-
tados indican que el 1,25(0H)»D3 estimula la metilacidn
de fosfolipidos en mioblastos a través de un mecanismo

nuclear.

PROPIEDADES DEL INTERCAMBIO Na-Ca EN MEMBRANAS
DE TUBULO TRANSVERSAL AISLADAS DE MUSCULO ES-
QUELETICO DE ANFIBIO, (Properties of the Na/
Ca exchange system in transverse tubule

membranes from skeletal muscle). Donoso, P. e
Hidalgo, C. Depto, de Fisiologia y Biof%sica y
Depto, Ciencias Preclinicas, Facultad de Medi-
cina, Universidad de Chile.

Vesiculas aisladas de tibulo transversal de
miisculo esquelético de rana (Caudiverbera
caudiverbera) presentan actividad de intercam-
bio Na-Ca que se estudi8 midiendo la incorpora
cién de *5Ca a vesiculas precargadas con Na.
Al imponer un potencial intravesicular positi-
vo, mediante gradiente de Kt y valinomicina,
la velocidad inicial de intercambio aumenta,
lo que sugiere que el intercambio es electro-
génico con una estequiometrifa para Na/Ca > 2,

La velocidad de incorporacisn de calcio es
funcién hiperbdlica de la concentracién de
calcio extravesicular, con una constante de
afinidad aparente de 26 uM. La dependencia
de la concentracién de sodio intravesicular
es sigmoidea, con una constante de afinidad
aparente de 60 mM.

El intercambio es estimulado por pH alca-
lino y por K* en el medio extravesicular, e
inhibido por amilorida.

Los resultados sugieren que el sistema de
intercambio Na-Ca de tdbulo transversal de
misculo esquelético es semejante al de sar-
colema de misculo cardiaco y podria tener pa
pel importante en la mantencién de la concen
tracién intracelular de calcio en el misculo
esquelético.

Financiado por DIB Univ., de Chile B,21u49,
NIH HL 23007 y GM 35981-01 y por Muscular
Dystrophy Associatioen.

INFLUENCIA DE LOS ANTICHAGASTICOS NIFURTIMOX Y BENZNIDA-
ZOL SOBRE LA LIPOPEROXIDACION EN MICROSOMAS DE HIGADO DE
RATA IN VITRO, (Influence of the antichagasic drugs ni-
furtimox and benznidazoles on lipoperoxidation in rat
liver microsomes in vitro). Dubin, M., Grinblat, L.,
Fernandez Villamil, S.H. y Stoppani, A.0.M.

Centro de Investigaciones Bioenergéticas, Facultad de
Medicina, Universidad de Buenos Aires.

Las drogas nitroheterociclicas, en particular el ni-
furtimox y el benznidazol, forman radicales libres por
reacciones redox ciclicas (Docampo y col. Arch.Biochem.
Biophys. 207,316(1981)), Como esos radicales pueden
afectar los procesos de lipoperoxidacifn y los lipoperf-
xidos causan dafio celular, se estudid la accifn de esas
drogas y anilogos scbre la lipoperoxidacifn en microso-
mas hepdticos incubados con loe sistemas I) glucosa-6-P
5.5 mM, glucosa-6-~P deshidrogenasa 3 UL, NADPt 0,55 mM,
CloMg 5.5 mM, ADP 1,7 mM y Cl3Fe 0.1 mM; II) ascorbate
0.5 mM, ADP 2,0 mM y ClgFe 67 uM, o III) ter-butil hidro
pexSxido 2.5 mM, EDTA 0,11 mM, y SO, Fe 0.1 mM, La pero-
xidacifn se midié por formacién de malondialdehido, con
la reaccidn del Zcido tiobarbitfirico. Con la concentra-
cidn 53 uM, los nitroheterociclicos produjeron inhibi-
cifn de la lipoperoxidacidn (%) como sigue: nifurtimox
35; benznidazol 9.8; nitrofurantoina 9.1; nitroindol 94;
nitroimidazol O y cloranfenicol 0, Con los sistamas II
y III, no hubo inhibicidn, excepto con nitroindol y sis-
tema III, 25Z, Con el sistema I, sin ADP-Fe, los nitro-
heterocfclicos no estimularon la formacidén de lipoperd-
xidos, Experimentos complementarios con las quinonas
B-lapachona, CBP-10248, CBP-9442 y CBP-8935, 5 uM, mos-—
traron 80-90% de inhibicidn con el sistema I, pero no
inhibieron, con los eistemas II y III. Teniendo en cuen-
ta la accidn de las quinonas como inhibidores de la li-
poperoxidacifn (Talcott y col, Arch.Biochem.Biophys.241,
88(1985)), se postula una accidn similar de los nitro-
heterociclicos, a saber, captura de radicales libres in-
volucrados en el proceso de lipoperoxidacidn.
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CURSO ESTACIONAL DE RESISTENCIA A LAS BAJAS TEMPERATURAS
EN PODOCARPACEAS CHILENAS. (Seesonal changes of frost re
sistance in Podocarpaceas from Chile). Ebensperger,
G., *Rios, D., Peruzzo, B., *Facultad de Ciencias Agrope
tuarias, Universidad de 1la Frontera, Instituto de Boténi
ca, Universidad Austral de Chile.

Se estudid el curso estacional de la resistencia fo
liar al frig, presidn osmtica potencial ( °*) y carbao-
hidratos totales del jugs celular de P. salignus, P. nu-
bigena y S. conspicua cultivadas en el jardin boténico
de 1a Universidad Austral de Chile-Valdivia. Esta pro -
piedad se relaciond con las condiciones climiticas a gque
estuvieron expuestas las especies durante el deserrollo
del trabajo. .

La resistencia se determind en cémaras frias autare
gulables, dande las ramas fueron enfriadas a una determi
nada temperatura durante 120 minutos y posterlormente
descongeladas a 19C. Los dafios se evaluaron en hase a
temperatura capaz de lesionar el 50% de la lémima foliar.

Lasg# se investigaron crioscopicamente y los aziica-
res totales por método colorimétrico.

En las tres especies, la mayor resistencia se obtu-
vo en invierno y la menor en primavera verano, coinci -
diendo con un descenso y ascenso de las temperaturas mi-
nimas del h&bitat respectivamente. La mayor resistencia
coincidié con un ascensg de los valores osmdticos y car-
bohidratos totales.

Los resultados se dicuten en base & los grados de
resistencia encontrados en especies lefiosas de otros con
tinentes. BSe reafirma la hipbtesis de gque las especies
del Hemisferio Sur son menos tolerantes a las bajas tem-
peraturas gque las del Hemisferio Norte, debidec a gue las
condiciones climiticas invernales son mas benignas en el
primer caso que en el segundo.

Proyecto DIDUACH RS-83-13

RELACION ESTRUC TURA-ACTIVIDAD EN RECEP DRES H2 DE HIS-

FAMINA. (Structure-activity relationship in histamine

H2-receptors). Enriz,R.D.,Ciuffo,G.M., Estrada M.R. y
Jauregui, E.A.

Catedra de Quimica General II. Fac. de Quimica,Bioqui-
mica y Farmacia. Universidad Nacional de San Luis.
5700 San Luis. Argentina.

Ranitidina y Etintidina son antagonistas en recepto-
res H2 de histamina, de reciente desarrollc. Ambos com
puestos presentan elevada actividad antisecretoria
glstrica, siendo ranitidina la droga mds usada clini-
camente, junto con cimetidina.

Etintidina presenta, debido a la presencia del ani-
1lo imidazol, dos tautdmeros y un catidn, em condicio-
nes fisiolSgicas. Por otra parte, y debido a la presen
cia del grupo cianoguanidina equivalente, ambos com-
puestos presentan 4 posibles isdmeros configuracionales

Para los distintos tautdmeros y los diferentes isd-
meros configuracionales, se realizd un andlisis con-
formacional tedrico, utilizando un potencial Atomo-
dtomo empirico, en el cual se supuso que la hidrata-
cifn eliminaria las interacciones electrostidticas.

Para ranitidina, la configuracidn Z,E es la de ma-
yor poblacidn sobre los otros isdmeros configuraciona-
les (wds del 90 % ), mientras para etintidina, se en-
contrd que la configuracién E, 7 es la preferida (mas
del 90% de la poblacidn). En ambos casos, conformacio-
nes plegadas del tipo "gauche", con un marcado parale-
lismo entre los planos del anillo ( imidazol o furano)
¥y el grupo cianoguanidina equivalente, resultaron muy
preferidas.Estas conformaciones, similares a las ob~-
tenidas previamente para cimetidina, presentan distan-
cias entre grupos potencialmente activos en el orden
de 3.5-4 A, como se encontrara previamente para cime—
tidina e histamine.Estas distancias se han propuesto
como importantes para la interaccidn en este tipo de
receptor.
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EPECTO DB LA INOESTION DR ETANOL (EtOE) SOBRE VELOCI-
DAD DE FLUJO DE Ca* EN SISTEXA NERVIOSO CENTRAL.
(Bffeot of ethancl intake on Ca?+ influx velocity in
Central Nervous System). Egefis, E. y Ramires, W.T.
Universidad de Chile - Faocultad de Medicima ~ Insti-
tuto de Medicina Experimental ~ Laboratorio de Neurs
qufunios ~ Santiage 7 - Chile.

Se ha demostrado en diferentes modelos de alocoholis-—
mo experimentul que EtOH produce alteracién de las
biomembIanas, especialmente de membrana miteoondrial
de diferentes érganos, 10 que se traduce en una dis~
minucién de la disponibilided de energfa indispensa~-
ble para 10s procescs oelulares. ¥os interesd oonocer
ol efeoto que nuesiro modelo de¢ alooholismo experimen
tal: permanente y generacional, pudiera tener sobre
ol tramspories amitoocondrial en SNC oon especial refe-
rencis a Ca2+, oation fundamental en procesos de neu-
rotransmieién y nouroseoresién.

Rata albine Wistarc®y @ ¢+ Nermal (Contrel) y AG/25;
Tatas que beben exolusivamente soluoién BtOH 25% v/vy
sotualmente 16 generaciones. Protefna mitooondrial 15-
20-mg/ul de 3 areas de SWC: cortess cerebral, hipotf
lame y cexabelo, obtenida por centrifugasién diferem
oial, Cdémara resocional 4.5 ml v.f.; termostatisada:
25% C. Medio reaccional: 75mN KCl, 3mN Hepes, 0.5 mN
KEoPO4, PE T.4 0.5 mg ald/al. Substrato: Glutamate
10mMMalato 2aM, adicién ADP 360 mmoles, Ca2+, cada
pulse 1 umol. Estudio polarogréfico; comsumo de ox{-
geno medido con elsctrodo Clark® transporte de M+
con electrode combinado pH Sigma®y flujo de caloie
determinado oon eleotrodo especffico de Cal+ oo-
sectado a pHEmetro oon imsoriptor.

Los resultados demostraren una disminuocién de la velo
cided de incorporacidn de Ca?+ (umoles de Ca2+ mg
prot.~Tuin=1) en ratas A3/25 comparade con normal. Es
ta diferencia es mfs notadle en @ . La mayor diferen-~
cis se presentd en ocortesa osredral.

Grant DIB Proyecto B 1050-845-5,Universidad de Chile.

REACTIVOS BIFUNCIONALES EN LA DETERMINACION DE DISTAN-

CIAS INTRAMOLECULARES EN LA HORMONA DE CRECIMIENTO BOVI_
NA.(Bifunctional regents in the intramolecular distances
determination in bovine growth hormone.) Ermacora, M.,
Nowicki, C.,Wolfenstein-Todel, C. y Santomé, J.A.
Instituto de Quimica y Fisicoquimica Bioldgicas (UBA -
CONICET).

En nuestro laboratorio se demostrd la proximidad es
térica de la lisina 111 y la tirosina 174 de la hormona
de crecimiento bovina (bGH) mediante la formacién de un
puente covalente entre estos residuos. Con el fin de ob
tener nuevos puentes con reactivos bifuncionales, asi co
mo aumentar el rendimiento y la selectividad, la reac
cidn se realizd ahora en dos etapas. Por nitracidn a pH
8.5 cou tetranitrometanc y posterior reduccidn con hidro
sulfito de sodio se pudo introducir grupos amino en las
tirosinas 35, 42 y 174, sin afectar el contenido de alfa
h&lice ni la actividad biolSgica de la hormona. El bajo
pKa de estas aminotirosinas permitid unirles selectiva-
mente a pH 3.6 uno de los extremos reactivos del 1.5-di
fluor-2,4-dinitrobenceno. Despuds de eliminar el exceso
de reactivo se llevd a pH 9.3 para permitir la reaccidn
del otro extremo.

El derivado obtenido se tratd con bromuro de ciandge
no y se cromatografié en Sephadex G-50 SF. Llas fraccio
nes obtenidas se sometieron a digestidn triptica y frac
cionamiento en SP-Sephadex. Los péptidos con absorbancia
en 345 nm se purificaron por HPLC. La determinacidn de
la composicidn en aminodcidos de cada uno de ellos permi
tid identificar los siguientes puentes covalentes: 29-35
29-174, 111-174 y 170-174.Esto sugiere la proximidad es-
pacial de las cadenas laterales de los residuos involu-
crados.

El derivado entrecruzado conserva la capacidad promo-
tora de crecimiento y el contenido de alfa hélice deter
minado por dicroismo circular. -
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EFECTO DE LIGANDOS EN LA INACTIVACION DE LAS FORMAS
MUTADA Y NORMAL DE FOSFOFRUCTOQUINASA-2 DE E. coli
POR MODIFICACION DE GRUPOS-SH. (Effect of ligands in
the inactivation of the normal and mutant forms of
phosphofructokinase-2 from E. coli by modification of
SH-groups). Espinosa, X. y Babul, J. Universidad Me-
tropolitana de Ciencias de 1la Educacidén y Departa-
mento de Quimica, Facultad de Ciencias, Universidad
de Chile.

Bajo condiciones gluconeogénicas, cepas con una
forma mutada de fosfofructoquinasa-2, Pfk-2%, crecen
més lentamente que las que contienen la enzima normal
Pfk-2. Ambas enzimas son dimeros de igual peso molecu-
lar y MgATP promueve la tetramerizacién de Pfk-2
solamente. Pfk~2 presenta un sitio alostérico inhibito-
rio para MgATP el que estarfa alterado en Pfk-2* como
consecuencia de la mutacién estructural. ATP libre es
un inhibidor competitivo de ambas enzimas. Pfk-2* es
mis 1&bil que Pfk-2, hecho que se acentiia en ausencia
de ditiotreitol y sugiere que uno o més grupos-SH
estén comprometidos en la actividad de las enzimas.

Pfk-2* present6 una mayor inactivacidén que Pfk-2
por el &cido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB) y
N-etilmaleimida (NEM). Ambas enzimas presentaron una
cinética de pseudo-primer orden no lineal que indica
dos clases de grupos-SH con reactividades diferentes.
A 0°C los grupos-SH que reaccionan m&s répidamente en
Pfk-2* tienen una constante de segundo orden aproxima-
damente 30 veces mayor que los correspondientes en
Pfk-2. MgATP protegié a Pfk-2 de la inactivacién por
DINB y NEM. Fructosa—6-P, fructosa-6-P méAs MgATP y
ATP libre no actuaron como protectores. En el caso de
Pfk-2* s86lo fructosa~6-P actué como protector, pero
su efecto fue parcial. Estos resultados sugieren una
mayor reactividad de los grupos-SH de Pfk-2* que de
Pfk-2 como consecuencia de la mutacién estructural y
que la proteccién de NgATP a la inactivacién de Pfk-2
resulta de la unidén de este compuesto al sitio alosté-
rico. Financiado por DIB-U de Chile, Fondecyt y OEA.

CALIBRES Y MICROTUBULOS DE AXONES AMIELINICOS
EN NERVIO PERIFERICO: EFECTO DE LA DESNUTRICION
INTENSA. (Calibers and microtubules in non-
medullated axons in peripheral nerve: effect of
malnourishment). Falndez, V. y Rosso, P. Lab.
Neurocitologia, Fac. Ciencias Biolbgicas,
Universidad Catdlica de Chile, Santiago, Chile.

Patrocinio: F. Nervi. .
( pacami'errto—'de) 1os microtiibulos (MTs)

es funcién inversa del calibre axonal. Una
desnutricién intensa y mantenida podria aso-
ciarse a una disminucidn del calibre. En esta
condicibébn deberia mantenerse esta correlacidn.

Ratas machos de 570 g. fueron alimentadas
con el 25% de la dieta habitual hasta su sacri-
ficio a los 27 y 48 dias (53 y 46% de peso
inicial, respectivamente).

Los nervios surales se procesaron para
microscopia electrbénica. Se contd los MTs y
se midid las areas de axones amielinicos.

La desnutricidén no afectd el peso del
encéfalo. Las areas de las fibras amielinicas
disminuyeron de 0.6% um? a 0.57 um® a los 27
dias y a 0.41 um© a los 48 dias de desnutri-
cibén. E1 nimero de MTs aumentaba con el cali-
bre del axbén, pero su empacamiento disminuia.
Esta correlacién se mantuvo cercana a la de
los animales controles.

Concluimos que la desnutricidn hace dismi-
nuir el calibre pero no afecta de manera impo{
tante el empacamiento de los microtibulos de
la fibra amielinica. Proponemos una labilidad
del SNP frente a la desnutricidn intensa.

COMUNICACIONES LIBRES

PIRUVATO KINASA DE THERMUS THERMOPHIIUS: PURIFICACION Y
EFECTO DE IONES METALICOS. (Thermus ilus
pyruvate kinase: purification and effect of metal ions).
Evzaguirre,J., Sopic.d y Nowak,T. Department of Chemis-
try, University of Notre Dame, Notre Dame, IN, y Labora-
torio de Bioquimica, Universidad CatSlica de Chile.

Pyruvate kinase from the thermophilic microorganism
Thermus thermophilus was purified to hamogeneity by
protamine sulfate and ammonium sulfate fractionation,
ion exchange chromatography and affinity chromatography
on Affi gel-Blue. The sub~unit molecular weight, as de—
termined by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis, was
found to be 50,000, and the enzyme has a pI of 5.0. The
enzyme has a requirement for divalent metal cations, but
in contrast to eukaryotic pyruvate kinases, 4o activa -
tion by mo

ent cations was observed. Mn 2 substi -
tutes for Mg 2, but at about one-third the velocity.
Monovalent metal ions inhibit at hight concentration, in
creasing the K for PEP, but this effect is probably
due to ionic sgigngth. Kinetic studies were performed
at 22° and pH 7.0, in the absence of monovalent metal
ions. PEP gives sigmoidal kinetics with Ko 5=0.8 mM;
addition of G-6-P induces hyperbolic kinetids with Km
(PEP)=0.2 mM. The Km for ADP is 0.23 mM and the KA for
G~6-P is 0.02 mM. At pH 6.4 qualitatively similar
kinetics are with greater Km values. In the
presence of Mn' %, pH 7.0, the K for PEP is 10 uM, and
the addition of G~6-P induces hyperbolic kinetics with a
Km (PEP)=4 uM; Km for ADP is 21 M. The ligands oxalte
and phosphoglycolate behave as competitive inhibitors
versus PEP with Ki values of 0.37 mM and 4.9 mM, respec-
tively. This research was supported by NIH grant
AM17049.

LOS PARASITOS DE LA LISA, MUGIL CEPHALUS L., EN CHILE:
SISTEMATICA Y ESTRUCTURA POBLACIONAL. (Parasites of grey
mullet, Mugil cephalus L., in Chile: systematics and po-
blational estructure). Ferndndez, J. Dpto. Zoologfa, Uni-
versidad de Concepcidn. Concepcidn.

La lisa es una especie marina, costera, cosmopolita,
que a pesar de ser un recurso pesquero de cierta importan-
cia en Chile (738 ton. en 1985), estd muy poco estudiada
desde el punto de vista parasitolégico.

Durante 1985 se estudiaron los parAsitos de M. cepha-
Jus en 3 localidades a lo largo de Chile (Arica, Coguim-
bo, Concepcidn) cuali y cuantitativamente. Se identifica-
ron un total de 20 especies de pardsitos: PROTOZOA: Kudoa
sp.; Myxobolus sp.; Trichodina sp.; MONOGENEA: Ligophorus
huitrempe n.sp.; Metamicrocotyla macracantha (A.): Micro-
cotyle pseudomugilis H.; DIGENEA: Dicrogaster fastigatus
T & S; D. fragilis n.sp.; Hymenocotta manteri O.; Lasio-
tocus sp.; Phagicola longa (R.) (metacercarias, adultos
obtenidos a partir de infecciones experimentales de Mus
musculus); Saccocoelioides overstreeti n.sp.; S. papernai
n.sp.; CESTODA: Scolex pleuronectis M.; NEMATODA: Contra-
caecum multipapillatum (D.) (larva); Phocanema sp. (larva);
COPEPODA: Bomolochus chalguanus n.sp.; Ergasilus lizae K.;
E. versicolor W.; Naobranchia lizae (K.). -

El 100% de los peces de Concepcidn estaba parasita-
do por al menos un pardsito, distribuyéndose éstos a tra=
wés de todas las tallas muestreadas, desde 150 a 460 mm.
Todos los parésitos, excepto Lasiotocus sp., estan alta-
mente sobredispersos, indicando una distribucidn agrupa-
da y no al azar. La carga parasitaria de todas las espe-
cies (excepto D. fragilis n.sp.} estd positivamente co-
rrelacionada con la longitud del pez (PC0,001 y P£0,01).
Existe ademiAs una asociacién positiva significativa entre
L. huitrempe y M. pseudomugilis (P<£ 0,001). Ningin otro
par de parasitos presenta algin tipo de asociacidn.

Existen diferencias en la distribucidn geogrifica de
las especies encontradas, las cuales se atribuyen en par-—
te a las condiciones abidticas a lo largo de la costa
(gradientes de temperatura, areas estuarinas, etc.).
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LCFLCTO DNL CIAMIDAEMOL (CN) SODRE EL METABOLISHO
DE ETAUOL (E) IN VIVO Y LA ACTIVIDAD DE ENZIUIAS
INVOLUGRADAS EN SU OXIDACION HEPATICA. (Effect
of cyanidanol on the in vivo ethanol metabolism
and on the activity of enzymes involved in its
hepatic oxidationj. Ferndndez,V. y Kriz,A.Uni-
dad de Dioquimica, Dept. Ciencias Bioldgicas,
Fac. Jdedicina-Div.Occidente, U. de Chile.

El CN es un potente atrapador de radicales
libres. Debido a que se ha evidenciado que la o
xidacidn microsomal hepitica de T tienc un com-
ponente radicalario,se estudia el efecto del CI
sobre el metabolismo de I y sobre la actividad
de la Jdeshidrogenasa alcohdlica (ADH), sistenma
microsomal (4EO0S) y catalasa (C) hepaticas.

Ratas Wistar macho (200 g) recibieron 0,4 g
CH/kg s.c. o salino isovolumétrico {(controles).
Una hora después, todos los animales fueron tra
tados con 2,5 g E/kg i.p. 'luestras dc sangre
fueron obtenidas a las 2,3,4,5 y 6 hr de admi-
nistrado £, para su determinacidén enzimitica.
El efecto del CN sobre la actividad ADH, (IEOS y
C hepdticas se estudid en un rango de concentra
ciones de 0,2 a 2,0 mM.

CN inhibe el metabolismo de E in vivo en un
20% (P<0,005). En el rango de concentraciones
usado, CN no afecta la actividad hepdtica de
ADH y C. Sin embargo, la actividad MEOS se inhji
be progresivamente, observidndose un 46% de inhi
bicidn con 2,0 mM CHN.

Los resultados indican que el CM inhibe se-
lectivamente el sistema 4E0S, via oxidativa Jde
E asociada a un mecanismo radicalario, lo cual
se traduce en una disminucidén del metabolismo
de E in vivo. Este efecto estd de acuerdo con
la accidn antilipoperoxidante del CN observada
en la intoxicacidén aquda con E. (Financiado por
D.I.B., Universidad de Chile, B-13G0).

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LOS COMPONENTES DEL CUERPO CROMA-
TOIDE OE TESTICULD DE RATA. (Isolation and characterization of the
components of rat testis chromataid bedy). igueroa. J. Institue
de Bioquimica, Universidad Austral de Chile, Valdivia.

Al cuerpo cromatoide (CC) de testiculo de rata, se le ha des-
crito como una estructura citoplasmitica dnica, de tamafio aproxima-
do de una ym de difmetro, tipica de las espermftidas y con una ul-
traestructura fibrogranular densa. Para caracterizar los componen-
tes de esta estructura y como primera fase para definir su rol en
espermiogénesis, se desarrollaron dos procedismientos de purifica-
cién que consistieron en centrifugacién diferencial y gradientes
discontinuas de sacarosa. Un segundo procedimiento consistid en el
bandeo iscpicnico de CC en gradientes de metrizamida. Estos wéto-
dos producen una preparacién conformada por alrededor de un 80% de
CC, los contaminantes consisten en pequefias membranas.

Andlisis del contenido de RNA mostr§ una poblacién heterogé-
nea, donde destacan una serie de bandas con tamafos entre 7S y 4S8,
con total ausencia de tRNA. Wediante electréforesis en condiciones
desaturantes (SDS), se determiné que esta estructura ests compues-
ta de una gama de polipéptides cuyos pesos moleculares fluctuaron
entre 10.000 y 68.000, Mediante "Western blot", se demostrd que al-
gunos de ellos son reconocidos por los sueros anti-Sm y ANA-N. La
presencia de polipéptidos reconocidos por el suero anti-Sm y la
existencia de pequefios RNAs ya mencionados demuestran la presencia
de U-RNP en el CC. Estos resultados se confirmaron por inmunocito-
quimica al wmicroscopio Sptico y electrénico, donde ademis el CC
reacciond con un anticuerpo anti-DNA nativo (A-nDNA-A).

El presente trabajo constituye la primera caracterizacién
de los componentes moleculares del CC de testiculo de rata, que
por su naturaleza sugieren que el rol de esta estructura podria
ser el almacenamiento y transporte de RNA, en forma de ribonucleo-
protelnas.

Financiado por los Proyectos $-85-10 DID-UACH,
Stiftung Volkswagenwerk, Alemania.
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Patrocinio: L. 0. Burzio.
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CAPTACION DE [ 3H)-L-GLUTAMATO Y [3H]-mPAMD\]A EN ESTRIA-
DO DE RATA: DEPENDENCIA DE IGNES CLORURD E INHIBICION
POR BLOQUEADORES DE TRANSFORTE DE ANIONES. (Chloride
ions dependent uptake of [3H]-L-Glutamate and [3H]-Dopa-
mine by the rat striatum: Inhibition by anions transport
blockers) . Fiedler, J.L., Arqueros, L. Lab. Farmacolo-
gia-Biogquimica, P. Universidad CatSlica de Chile.

En estudios de unién de &c. L-{°H]-Glutémico {L-Glu)
a membranas, hemos encontrado que el L-Glu retenido,
dependiente de CaCly y temperatura, corresponderian a
secuestramiento de L-Glu por las memkranas. Este ha-
1llazgo nos llev6 a estudiar €l rol del C1- en la capta-
ci6n de L-Glu y [3H]-Dopamina (DA) por tejido y sinap-
tosamas estriatales y si este proceso era afectado por
inhibidores de transporte de aniones.

Cortes de tejido y sinaptosomas se incubaron con L~
Glu o DA en KRF durante 2 min a 31°. La reaccifn se de-
tuvo por filtraci6n. Los inhibidores fueron: 4-aceta-
mido-4'-isotiociano-2-2'disulfonicostilbeno (SITS), 4-
[ (dipropilamino) sulfonil]benzoico (Probenecid) 2, 4, 6
trinitrofenocl (Picrico). La captacién de L-Glu y DA se
inhibe totalmente por remocién de Nat y baja temperatu-
ra. Al sustituir el Cl~ por acetato o citrato, se inhi-
be la captacitn de L-Glu (58 y 38%) y totalmente la DA
(90%). El transporte de L-Glu y DA aumenta en forma li-
neal al incrementar el C1~ entre 5 y 100 mM, a mayores
concentraciones no es lineal. SITS, Probenecid y Picri-
co (10-5 a 10~3M) inhiben progresivamente el transporte
de L-Glu y DA por los cortes y sinaptosomas. La remo-
cidn del Cat2 extemo y/o exceso de Mgt2 no afectan la
captacifn de L-Glu y DA.

En conclusién, la captacitn de L-Glu y DA en los
teminales nerviosos es dependiente de la presencia de
iones C1~ en el medio extracelular y en concordancia
con esto, inhibidores de transporte de aniones disminu-
yen la captacién de L~Glu y DA, sugiriendo un importan-
te rol para el cloruro en el transporte de alta afini-
dad de L-Glu y DA,

Financiado por Grant 1182/85 Fondecyt.

TRANSFERENCIA DE PLASMIDO MEDIADA POR FUSION DE
PROTOPLASTOS A Clostridium acetobutylicum. (Plasmid
transfer mediated by protoplasts fusion to C. acetobu-

tylicum strains).Floccari,M., Schijman, A. y Méndez, B.

Departamento Quimica BiolSgica, Facultad Ciencias Exac-
tas y Naturales,Universidad Buenos Aires- Ciudad Univer
sitaria, Pab. I1,1428,Bs. As., Argentina.

Clostridium acetobutylicum posee importancia industrial
por su uso en fermentaciones anaerdbicas para la produc
cidn de solventes:acetona, butanol. El mejoramiento de
su actividad biolSgica por manipulaciones genéticas con
ducirfa a una mayor eficiencia en el proceso industrial
Nuestro objetivo es desarrollar sistemas de transferen-—
cia de material genético que permitan ulteriores ensa-
yos con mol&culas recombinantes.

En este trabajo se fusionaron protoplastos de una cepa
nativa de C. acetobutylicum con los de distintas cepas
de Bacillus subtilis portadoras de pldsmidos con resis-
tencia a antibidticos.

La fusifn se realizd en presencia de polietilenglicol

y la regeneracidn de los fusionantes tuvo lugar en an-
aerobiosis en medio s8lido de crecimiento,hiperténico,
suplementado con diversos nutientes. Las colonias por-
tadoras de pldsmidos se detectaron por réplica en medio
de crecimiento suplementado con el antibiftico corres-
pondiente, La presencia de pldsmidos en los fusionan-
tes fue confirmada por electroforesis en geles de aga-
rosa.

Este método de transferencia de material gendtico podrd
ser aplicado a plésmidos recombinantes de interés.
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REGULACION DE LA SECRECION DEL FACTOR TIMICO
SERICO: EFECTO DE UN ESTIMULO SENSORIAL. (Re-
gulation of the secretion of thymulin: Effect
of sensorial stimulus). Folch, H., Bahre, R.,
Kunik, M. Instituto de Medicina Experimental,
Universidad Austral de Chile,.

El Factor Timico S&rica (FTS) es una de
las hormonas producidas por el estroma timico
cuya funci8n es regular la diferenciacifn de
las cé&@lulas inmunqpompetentes. Recientemente
hemgs reportado que ls secrecidn del FTS por
parte de las c@lulas retfculo epiteliales de-
pende de un estfmulo hipotal@mica. En el pre-
sente trabajo se estudia el efecto del ruide
en los niveles de FTS circulante en animales
de experimentacidn.

En todos los experimentos se usarom rato-
nes RK de 2 meses de edad, los que fueron so-
metidos a un ruido puro de 100 Db a 1000 Hertz,
por una hora, distribuido en 30 aplicaciones
de un minuto cada una, Posteriormente los ani
males fueron sangrados, el suero filtrado y el
FTS evaluado mediante la té&cnica de inhibicién
de rosetas,

Los resultados demuestran que el estimulo
aclistico aplicado eleva en dos a cuatro veces
los niveles de FTS circulante en todos los en
sayos realizados, el aumento de la hormona se
observa unas horas despu@s de aplicado el es-
timulo y el miximo se detecta entre las 6 y 24
horas despu@s de la exposicidn al ruido para
decaer posteriormente, Junto con lo anterior
es posible evidenciar un aumento del nlmero de
timocitos cercano al 30%.

Financiado por Proyectos UACH S$-85-12 y
FONDECYT N° 1072,

EL TRANSPORTE OVIDUCTAL DE EMBRIONES SE RETARDA EN RATAS
HIPOESTROGENICAS. (Delayed oviductal transport of em-
bryos in hypoestrogenic rats). Forcelledo, M.L.- Labora-
torio de Endocrinologfa, Facultad de Ciencias Bioldgi-
cas, Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

El paso de embriones al dtero se produce en la tar-
de del 4° dia de prefiez en la rata, pero se adelanta si
el estradiol (E) plasmitico sobrepasa los niveles nor-
males por administracidn de E2 exdgeno. Se investigéd
si la disminucién de E2 circulante tiene un efecto
opuesto, reduciendo la sintesis de E7 mediante la admi-
nistracidén de un inhibidor de la estrdgeno sintetasa,
la 4-OH-Androstenedione (4-OH-A). Se inyectdé 4 ~OH-A,
10 mg/dfa, desde el dia 2, 3 6 4 hasta el dfa 5 de pre-
fnez, en el cual se autopsiaron las ratas para determi-
nar la distribucién de los embriones en el tracto geni-
tal. En otras ratas se determind produccidn ovidrica de
E2 y progesterona (P) y niveles sistémicos de testoste-
rona (T). S&8lo en las ratas tratadas con 4-OH-A desde
el dia 2 6 3, se encontrd embriones retenidos en el
oviducto en el dfa 5 (50 y 20% respectivamente). 4-~0H-A
disminuyd la secrecién de E2 a un 20% de lo normal, no
modificé la produccidn de P y elevd los niveles de T.
Implantes sc de T produjeron cambios hormonales y en el
transporte de embriones semejantes a los observados con
4-0H-A. E7 exdgeno normalizd el transporte de embrio-
nes en las ratas tratadas con 4~OH-A o con T, por lo
tanto, la retencidn de embriones observada con ambos
tratamientos, se correlaciona con disminucién de Ej y
no con aumento de T.

Se concluye que la secrecidn de E) durante los 3
primeros dias de prefiez en la rata, es necesaria para
asegurar el paso de embriones al idtero en la tarde del
4° dia.

Financiado por RF-86020
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PURIFICACION DE UNA PROTEASA Y SU INHIBIDOR DE MUSCULO
ESQUELETICO DE PESCADO. (Purification of one protease
and its inhibitor from skeletal muscle of fish).

Folco,E,, Busconi,L.,Martone,C., Trucco,R., Sdnchez,J.J.

INTI. Centro de Investigaciones de Tecnologfa Pesquera.
Mar del Plata. ARGENTINA.

Previamente habfamos informado de la presencia en el
msculo de corvina de una proteasa tipo serina y demos-
trado su accibn sobre distintas proteinas miofibrilares
aisladas y miofibrillas intactas, como asi también la
accién del inhibidor endSgeno al prevenir la degradacién
producida por la proteasa.

Con el fin de conocer la interaccifn entre la enzima y
gu inhibidor endGgeno se realiza la purificacitn de am-
0S.
La enzima fue purificada por: cromatografia en DEAE-Se-
phacel, octil-Sepharose, hidroxiapatita y arginil-Sepha-
rose y al inhibidor por DEAE-Sephacel, hidroxiapatita y
tripsina-agarosa.
Las fracciones activas de la columna de octil-Sepharose
al ser cromatografiadas en hidroxiapatita eluyen como
un solo pico de actividad, pero si esas fracciones son
previamente incubadas y luego cromatografiadas en hidro-
xiapatita se convierten en otras dos formas enzimiticas
diferentes.
Esta conversifn es afectada por la presencia de sustra-
tos e inhibidores de la enzima.

HORMONAS Y GABA OOMD POTENCIALES MODULADORES DE SISTEMAS
NEUROTRANSMISORES EN EL OVIDUCTO DE RATA. (Hormones and
GABA as potentials modulators on neurotransmitters sys-—
tems of rat oviduct). Forray, M.I., Galleguillos, X.,
Pizarro, J., Pombet, N. y Belmar, J. Laboratorio de Far-
macologia Bioquimica, Facultad de Ciencias Biol6gicas,
P. Universidad CatSlica de Chile.

En oviducto de rata se han descrito diferentes siste-
mas de neurctransmisores (NTs): acetilcolina (ACh), nora
drenalina (NA) y recientemente el dcido y-aminokbutirico
(GABA) . Algqunas propiedades dependerfan del estado endo-
crino del animal y/o de interacciones entre ellos. En
nuestro laboratorio hemos encontrado que la likeraci6n
de 3H-Noradrenalina (3H-NA) cambia a lo largo del ciclo
estral, y que la progesterona (P) la inhibe tanto in vi-
tro cono in vivo. En este trabajo se presentan los efec—
tos de estradiol (E) y de GABA sobre la liberaci6n de
3H-NA y de GABA sobre la actividad mecdnica espontinea e
inducida del oviducto.

Bn los estudios de liberacifn, los oviductos preincu-
bados con 3H-NA fueron superfundidos en presencia de di-
ferentes concentraciones de GABA, de E o de P, y luego
estimilados con Kt (80 nM). La actividad mecdnica del
Srgano se estudi6 en cimara de superfusifn y se registrd
con transductores de tensifn, GRASS 03.

E aumentd la liberaci6n de 3H-NA durante estro y dies
tro y la inhibi6 en proestro, sierdo su efecto dbsis de-
perdiente. Con P se observ$ nuevamente inhibicifn de la
liberacién de 3H-NA. Lo mismo ocurrié con GABA aunque
s0lo durante el estro. GABRA modific ademds la activi-
dad espont&nea del oviducto y potenci6 el efecto de ACh.
Curvas d6sis-respuesta de XCh realizadas en presencia de
GABA a distintas concentraciones sugieren que este NT mo
dificaria la sensibilidad del oviducto a ACh.

Estos resultados indican a GABA camo modulador de sis
temas de NTs del oviducto de rata, pero su efecto depen—
deria del ciclo estral.

Financiado por Proyecto DIUC 75/86.
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ASOCIACION DE LA ACETILCOLINESTERASA NEURONAL A LA
MEMBRANA PLASMATICA. (Association of the Neuronal

Acetylcholinesterase to the Plasma Membrane). Fuentes

M.E. e Inestrosa, N.C. Grupo de Neurobiologfa Mole -

cular, P. Universidad Catblica de Chile, Santiago.

Estudios recientes han demostrado que ciertas
protefinas de superficie se asocian a la membrana a
través de dominios lipidicos ricos en fosfatidilino
sitol. Entre ellos se encuentran los dimeros de ace
tilcolinesterasa (AChE) presentes en Torpedo.

En este trabajo se ha estudiado como se asocia
la AChE neuronal a la membrana plasmitica en el nfi~
cleo caudado de bovino. Para ello hemos usado un
reactivo de afinidad, que se asocia a regiones hidro
fdbicas de grotelnas de membrana, el 3 (Trifluoreme=
£i1)=3-m=(197I) Iodofenil Diazirina ('22I-TID).

Con el 125I-TID se ha establecido que: (i) la
AChE contiene &cidos grasos marcados, (ii) la elec =
troforesis PAGE-SDS, sin reduccibn muestra marca sb-
lo en dimeros y tetrémeros de la enzima, (iii) al
reducir, el 40% de la marca se ubica en una regidn
de 20Kd, la cual es dificilmente tefiida con plata.
(iv) Fosfollpasa C,y que hidroliza fosfatidilinositol
no afecta la movilidad de la banda de 20Kd, (v) Di -
gestidn con Proteinasa K genera a partir de la ban -
da de 20Kd, un fragmento de 13Kd, sin alterar la ac-
tividad de la AChE, (vi) el fragmento de 13Kd no se
une a Con-A y, puede ser purificado en columnas de
LH-60 con solventes orgénicos.

Podemos concluir que un fragmento de 20Kd unido
por enlaces disulfuro al tetradmero de subunidades
cataliticas de la AChE estd involucrado en la unibén
de la enzima a la membrana neuronal. En este frag -
mento estd contenido uno menor de 13Kd de estructu-
ra lipidica que no contiene fosfatidilinositol.

Financiado por DIUC (77/86) y FONDECYT (1015/85).

EFECTO DE MALATO SOBRE LA ACTIVIDAD DE PIRUVATO
DEHIDROGENASA DE MITOCONDRIAS DE HIGADO Y "TIPO
ESPERMA™ DE RATA Y RATON (Effect of malate on
pyruvate dehydrogenase of liver and "sperm type"
mitochondria from mouse and rat) Gallina, F.G.,
Gerez de Burgos, N.M., Burgos, C. y Blanco, A.
Cdtedra de Quimica Biolégica, Facultad de C.
Médicas, Univ. Nac. de Cérdoba, Argentina.

Utilizando sistemas reconstituidos in vitro
se ha demostrado en este laboratorio que la iso
zima de lactato dehidrogenasa especifica de es-
permatozoide (LDH X) de ratén participa en un
sistema conmutador de hidrégeno que utiliza la
cupla redox a-OH-dcido/a-cetodcido de cadena ra
mificada. La cupla lactato/piruvato parece no
operar, ya que con ella se produce un incremen-
to en los niveles de NADH extramitocondrial en
el sistema. Este efecto es aun mayor en presen-
cia de malato, el cual forma parte de la lanza-
dera malato/aspartato.

A fin de aclarar el mecanismo de accién del
malato, se estudid comparativamente el efecto
del mismo sobre la actividad de piruvato dehi-
drogenasa en mitocondrias de higado y "tipo es-
perma" de ratdén y de rata. (Las mitocondrias
"tipo esperma" se afslan de testiculo y son
idénticas a las organelas que forman 1a vaina
mitocondrial de la pieza media de espermatozoi-
des). Los resultados obtenidos en las dos espe-
cies indican que, con mitocondrias de higado,
el matato no presenta efecto alguno sobre la
actividad de la enzima, mientras que con mito-
condrias "tipo esperma" malato 1mM incrementa
la actividad enzimdtica en un 70% en las de ra-
ta y en un 200% en las de ratén; lo cual sugie-
re que la piruvato dehidrogenasa de espermato-
zoide posee diferentes propiedades regulatorias
que la de higado.
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ACTIVIDAD DE CATALASA HEPATICA Y CATABOLISMO
DEL COLESTEROL. (Liver catalase activity and
cholesterol catabolism). Fuentes 0.R., Depar-
tamento de Ciencias Bésicas, Divisidn Oriente,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

A partir de estudios in vitro se ha propuesto
un rol del peroxisoma y su sistema de B-oxida-
cién en la degradacidn del colesterol a dcidos
biliares, pero su importancia funcional no es-
ta bien establecida.

Con el objeto de evaluar el rol funcionel que
el peroxisoma pueda tener en el catabolismo de
colesterol se investigé si la inhibicidén de la
catalasa hepdtica por 3-amino-l,2,4-triazol
(A.T.) bloquea el catabolismo del colesterol
inducido por colesteramina (CUEMID) en ratas
machos Sprague~Dawley. Diez df{as de ingesta de
CUEMID en la dieta (2%,p/p) produce hipocoles-—
terolemia y aumenta la actividad de la catala-
sa hepdtica. La inyeccidn i.p. de A.T. (1g/K
peso) cada 12 h. por 7 dfas, reduce a un 15%
le actividad de la catalasa hepdtica y produ-
ce hipercolesterolemia e hipotrigliceridemia.
La administracidén simultdnea de A.T. y CUBMID
por 7 dfas produce un 77% de inhibicién de la
actividad de catalasa hepdtica y una hipocoles
terolemia mayor que con CUEMID, manteniendose
el efecto hipotrigliceridémico observado con
A.T. solo. Los resultados sugieren que el ca-
tabolismo de colesterol inducido por CUEMID no
requiere actividad de catalasa y ocurrir{a por
otra via (mitocondrial) o bastarfa la activi-
dad de catalasa remanente a la via peroxisomal

INFLUENCIA DEL ZINC SOBRE LA ESTABILIDAD DE LA CROMA-
TINA DE ESPERMATOZOIDES HUMANOS (Zinc action on the
chromatin stability of buman spermatozoa). Gambow, M.
y Leiva, S. Departamento de Biologfa Celular y Cené-
tica, Facultad de Medicina, Universidad de Chile,

La presencia de zinc en el espermatozoide y el
plasma seminal estaris relacionada con la estabilidad
nuclear y en consecuencia con una adecuada decondensa
cibn de la cromatina en el citoplasma ovular,

El zinc ejercerfia un rol estabilizador de macromo
leculas y 8ste dependerfia del estado fisico-quimico
de la cromatina presente en espermatozoides normales
(oval) y teratospérmicos.

Con el objeto de conocer y evaluar la accibn del
zinc sobre los gametos presentes en el semen humano,
se incubaron las células "in vitro" en medio con Zn
S04 (3.2 oM) a diferentes tiempos, determinando la
presencia intracelular del ibn previa y post inocuba-
cibn y evaluando el efectc estabilizante por trata-
miento de decondensacibn "in vitro" com un reductor
de S-S.

Se observd que més células ovales captan zinc Tes
pecto a las anbmalas {p<0.001), siendo a los 25 minu
tos mds evidente (p-<D.01). Se detects que el efecto
estabilizador favorece a la poblacibn oval (r=0.49)
en relacibn a la de teratospérmicos (r=-0.52)., En con
dicibén nativa los anbmalos fueron ms afectados por
acoidn del reductor (mayor % de decondensados), pero
tambidn un porcentaje alto de ovales (40%).

Se ooncluye que el zinc ejerce una nccibn protec—
tora de la decondensacidn nuclear, y 8sta es selecti-
va, siendo ejercida sobre espermatozoides cuyos ni-
cleos ban aloanzado una adecuada diferenciaciln y ma-
duracibn espermftica. Se discute el significado que
tendrfa la acoibn del zinc "in vivo", al asegurar un
estado transitorio de mayor estabilidad como un meca-—
nismo bioldgico que asegure el &xito en la transferen
cia del genoma paterno. (Proyecto 1978/8523 D.I.B.,
Univeraidad de Chile).
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EFECTO ACTIVADOR DE PEPTIDOS RICOS EN LISINA SOBRE LAS
PROTEINA QUINASAS DE LA MEMBRANA DE 0OCITOS DE Xenopus
laevis. (Activating effect of lysine-rich peptides on
the protein kinases of Xenopus laevis oocyte membranes.)
Marta Gatica. Departamento de Bioquimica, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile.

La membrana plasmatica contiene proteinas y lipidos que
intervienen en la transduccidn de sefiales extracelula-
res que regulan el metabolismo y la proliferacion celu-
lar. Un sinndmero de datos experimentales indican que
la fosforilacion y desfosforilacidn de protetnas de
membrana afectarfan la actividad de los mecanismos
transductores. Esto justifica nuestro interds en estu-
diar las proteinas quinasas presentes en membranas de
oocitos de Xenopus laevis.

Nosotros hemos determinado que la polilisina, en con-
centraciones de 0,5 mg/ml, produce una notoria estimu-
lacidn de la fosforilacidn de varias proteinas de la
membrana de oocitos realizada por quinasas enddgenas.
E1 mayor incremento se presenta en proteinas de Mr me-
nor a 30.000 daltons. Efectos similares se obtienen
con copolimeros lisina:alanina y lisina:serina y con
poliornitina, pero poliarginina produce mds bien una
inhibicidn de la fosforilacidn de estas protefhas.
Dentro de las proteinas naturales que contienen secuen-
cias ricas en lisina se encuentran la histona Hl y la
proteina del oncogen Kirstein ras (Ki-ras). Al usar la
histona Hl y un péptido sintético que reproduce la se-
cuencia de los dltimos 14 aminodcidos de Ki-ras, se ob-
tiene estimulacion de la fosforilacidn de protefnas de
membranas de oocito y de c€lulas de tejido nervioso
NG-108-15. Actualmente estamos estudiando la solubili-
zacidn de la actividad fosforilante presente en las
membranas de oocito.

LEste trabajo es apoyado por un proyecto DIB de la
Universidad de Chile y por la OEA.]

LA CUBIERTA FOLICULAR DE OVOCITOS DE ANFIBIOS:
SITIO DE SINTESIS DE RNA DURANTE LA OVOGENESIS.
The follicular envelope of amphibian ococytes:

a site of RNA synthesis during oogenesis. Genta
H.; Sdnchez Riera, A.; Sdnchez,S. y Cabada, M.
Departamento de Biologia del Desarrollo (INSI=
BIO). CONICET-Universidad Nacional de Tucumin.

La relacifn funcional entre el ovocito de
anfibio y la monocapa de cé&lulas foliculares
que lo rodean no estd totalmente diluscidada.

Las cé&lulas foliculares han sido implicadas
en numerosos procesos tales como esteroideogé=
nesis, sintesis de proteinas, participacion en
la formacidn de la envoltura vitelina, etc.

En trabajos previos hemos demostrado que en
los ovocitos oviricos totalmente crecidos de
Bufo arenarum, esta capa celular es activa en
la sintesis de RNA manifestando un comporta=
miento metabdlico diferente segiin que se encuen-
tre aislada o adherida al ovocito. En este {l=
timo caso se observé que las macromoléculas
recientemente sintetizadas son transferidas al
ovocito. En la presente comunicacidn confirma=
mos mediante técnicas autorradiograficas que la
vesicula germinal de los ovocitos es muy activa
en la sintesis de RNA especialmente en los
estadios mis jovenes. Por otra parte encontramos
que las c&lulas foliculares son tambi&n muy
activas en la sintesis de estas macromoléculas
durante todo el proceso de ovogénesis. Mediante
experimentos de pulso y chase se observa trans=
ferencia de material radioactivo desde las cé=
lulas foliculares al ovocito en crecimiento.
Este pasaje presenta caracteristicas distintas
al observado en los ovocitos totalmente creci=
dos, probablemente debido a la ausencia total o
parcial de la cubierta vitelina.

COMUNICACIONES LIBRES

ACTIVIDAD MICROSOMAL HEPATICA DE OCTODON DEGUS TRATADOS
CON FENOBARBITAL. (Hepatic microsomal activity of
Octodon Degus with phenobarbital treatment).

Gaule, C., Vega, P. y Del Villar, E.

Departamento ge Bioquimica, Facmad' de Medicina, Univen
sddad de Chile. -
Experdmentalmente se ha comprobado que el Octodon Degus
(0D.), un caviomonfo chileno, posee una capacidad detoxd
cante microsomal Auperior a La nata Wistarn. De acuerdo
a esto, parece interesante evaluar La capacidad de induc
cibn del sistema microsomal hepdtico (oxidasas de fun ~
cibn mixta, UDPGA transferasas) de estos animales.

Se estudia el efecto de La administracibn de fenobarbi-
tal, en relacifn al metabolismo oxidative in vitre de La
Lestosterona, naftaleno, aminopirina y moxgina; ademds
La actividad de confugacién con UDPGA de La monfina y
paranitrofencl. En Lodos ellos se utiliza 0D. inducidos
y contnoles; para testosierona adicionalmente se emplean
natas Wistorn inducidos y controles.

En Los animales controfes, La cantidad de proteina micho
somal y el contenido de cit. P-450 total es mayon en OU.
y La induccidn def contenido de cit. P-450 es mayor enla
nata Wistarn., En el metabolismo de La testosteronase ob-
servan diferencias en La producedibn de androstenediona y
2a, 16a y 7o hidroxitestosterona entre 0D. y Wistarn
controles.

AL comparan 0D. controles con.inducidos, se observa en
estos dbtimos aumento del contenido de cit. P-450 y de
La proteina microsomal. Sin embargo, La capacidad oxida
tiva no experimenta variacibn, con excepcidn de La tes-
Zosterona cuyo metabolismo se observa disminuido mientras
que el de La mongina aumenta modenadamente. La conjuga-
cidn con UDPGA, en 0D. inducido, no muestra variacién pa
na el paranithofencl, como sustrato, mientras que £a mok
fina se aprecia una inhibicibn significativa. -
Se nelacionan Los nesultados obtenidos con el genbmeno
de nesdstencia a drogas presentado pon este caviomorfo.
Proyecto N° B-1526-8634. DIB Universdidad de Chile.
Proyecto 8025 CONICYT.

ESTUDIOS SOBRE UNA MUTANTE DE RHIZOBIUM MELILOTT
QUE INDUCE LA FORMACION DE PSEUDONCDULES INACTIVOS
EN ALFALFA., (Studies on a Rhizobium meliloti mutant
that ellcits pseudonodule formation in alfalfa). R.
Geremia, A. Zorreguieta, S. Cavaignac and R. Ugalde.
Instituto de Investigaciones Bioquimicas, Fundacion
Campomar, F.C.E. y N., Universidad de Buenos Alres,
CONICET, Buenos Aires, Argentina.

The presence of exopolysaccharide and 51—2 glu—
can in the GRT 21S mutant of R. melilotl was
studied. This strain was obtained by growing R.
meliloti GRY at 37.5°C. It elicits pseudonocdule
formation in alfalfa roots and produces twice more
exopolysaccharide than the parental strain. The
sugar, pyruvic acid and acetyl content is the same
in the exopolysaccharide obtained fram both
strains.

1-2 glucan is not present in cells or in the
culture supernatant fluld of the mutant, but the
parental strain accumulates 1t normally. Further
studles demonstrate that the 1solated internal
membranes of GRT 21S could not synthesize [1-2
glucan due to the lack of the 235 kD protein inter-
mediate. In addition, the mutant was non-motile
because 1t has no flagella. This phenotype 1s iden-
tical to that of the chv B mutants of A. tumefa-
clens, moreover GRT 2IS strain harbouring a plasmid
containing the A. tumefaclens chv B reglon synthe—
sized the glucan. Thus, the genetic defect of this
strain seems to be the same that the A. tumefaciens
chv B mutants. Characterlstics of the [?1-2 glucan
synthesized by the complemented mutant will be
reported.
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TRANSFERENCIA PASIVA DE NEUMONITIS POR HIPERSENSIBILIDAD
(NPH) MEDIANTE SOBRENADANTES DE CELULAS INMUNES. (Passive
transfer of Hypersensitivity Pneumonitis with immune
cell supernatants). Gimpel,S., Miranda,D.,Fernindez,E.,
Vega,E., Zelaya,J. y Quezada,A.

Lab. de Inmunologia. Deptos. de Cs. Basicas y Med. Expe-
rimental, Fac. de Med. Div. Sur. Universidad de Chile.

La participacién de hipersensibilidad celular en un
modelo de NHP en ratas, ha sido sugerida por la reproduc
cibn de lesiones mediante transferencia pasiva de célu -
las inmunes y por activacidn de células pulmonares, de-
tectada en alteraciones citomorfoldgicas. Para estudiar
el papel de mediadores de hipersensibilidad en la géne -
sis de estas lesiones, se transfirieron sobrenadantes
del cultivo de linfocitos de sangre periférica (LSP) y
de células broncoalveolares (CBA) inmunes a receptores
normales por via intratraqueal, realizando morfometria
de las lesiones y estudio ultraestructural del tejido
pulmonar. Como controles se transfirieron sobrenadantes
de LSP y de CBA de ratas no inmunizadas. Las lesiones
pulmonares inducidas por sobrenadantes de LSP inmunes
fueron significativamente mayores que los controles.

Con sobrenadantes de CBA no hubo diferencias . Al igual
que en el modelo, la ultraestructura de neumocitos II
demostrd cambios morfoldgicos consistentes con activa -
cidn celular. La transferencia pasiva de sobrenadantes
inmunes ha inducido lesiones pulmonares y fendmenos de
activacidn en células no inflamatorias. Las lesiones
observadas en los controles pueden atribuirse a la par-
ticipacidn de otros mediadores.

Proyecto M.1904-8633 DIB Universidad de Chile.

EFECTO IN VIVO E IN VITRO DE LA ACTH SOBRE
LA BIOSINTESIS DE LOS ACIDOS GRASOS POLINOSATU-
RADOS ADRENALES Y HEPATICOS. (In vivo and
in vitro effect of ACTH on adrenal and liver biosyathesis
of polyunsaturated fatty acids). G6mez Dumm, LN.T.de,
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METABOLISMO DE RADICALES DEL OXIGENO EN TRYPANOSOMA
CRUZI. (Metabolism of oxygen radicals in Trypanosoma
cruzi). Giuvlivi, C., Turrens, J.F. y Boveris, A.
Instituto de Quimica y Fisicoquimica Bioldgicas, (UBA-
CONICET) Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad
de Buenos Aires

La deficiencia para metabolizar 0; y H0p, intermedia-
rios de la reduccidn parcial del Oz, como resultado de
la ausencia de catalasa y del bajo contenido de super-
fxido dismutasa, hacen del T. cruzi un excelente siste-
ma para el estudio del metabolismo de estas especies.
La adicidn de aminotriazol no tuvo efecto sobre la qui-
mioluminiscencia (QL) espontfnea de epimastigotes de T.
cruzi (70 + 10 cps/mg proteina) de acuerdo con la ausen
cia de catalasa; el dietilditiocarbamato produjo un au-
mento de 4 veces de la QL entre 2 a 3 mM y la concentra
cidn necesaria para el 50% de la estimulacifn de la OL
(C509) fue del orden del Kj de 1la superdxido dismutasa
(1,40 mM); el CNK produjo un aumento de 7 a 10 veces

la QL requiriendo una C5p similar al Ky de la superdxi-
do dismutasa (0,35 mM); la iodoacetamida aumentd la QL
en 3 a 4 veces con una C5g de 10 UM como consecuencia
de la disminucidn del glutatidn reducido. Las medidas
de la QL y de las actividades enzimiticas demostraron
que las alteraciones de las concentraciones del estado
estacionario de 02 y Hy0o en el espacio citosdlico-pe-~
roxisomal son las responsables de los aumentos de la
emisidn de luz, ya que las drogas utilizadas no fueron
capaces de alcanzar el espacio mitocondrial., La medida
de la QL demostrd ser altamente sensible comparada con
la acumulacidn de malondialdehido (producto terminal de
la cadena lipoperoxidativa) y resultd coincidente con
las modulaciones de las concentraciones de las especies

derivadas del 02.

FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO INHIBE ACTIVIDAD
SECRETORA INDUCIDA POR FORSKOLIN EN GLANDULAS GAS-
TRICAS DE RATA. (EGF inhibits forskolin-induced
secretion in rat gastric glands). Gonzhlez, A.,
Reinicke, K. Fac. de Medicina y Fac. de Ciencias

Mandon, E.C., Marra, C.A. y Alaniz, M.].T.de.

Instituto de Investigaciones Biogufmicas de La Plata
(INIBIOLP), CONICET-UNLP, Facultad de Cliencias
Médicas, Universidad Nac.de La Plata, La Plata, Argenti-
na.

Los microsomas suprarrenales y hepfiticos de rata
poseen una activa A6 desaturasa para los ficidos linoleico
y o(-linolénico y una A5 desaturasa para el 8&cido
eicosa-8,11,14-trlencico. La administracibn de adrenalina
al animal entero produce una significativa disminucién
de la biosfntesis de los &cidos polinosaturados y promueve
la liberacibn de ACTH. En vista de estos datos, el
propGsito de este trabajo es estudiar in_vivo e in
vitro la acci6n de la ACTH sobre la biosintesis de
los &cidos grasos polinosaturados en la gléndula suprarrenal
y en el higado. La administraci6n de ACTH a ratas
intactas produce una disminuci6bn en la desaturacién
de los #cidos 1-14C linoleico a -linolénico, 1-14C
of-linclénico a octadeca-6,9,12,15-tetraencico y 1-14C
eicosa-8,11,14-trienolco a araquid6nico en microsomas
suprarrenales y hepfiticos, Las células adrenocorticales
aisladas y los hepatocitos alslados tratados con ACTH
muestran una disminucién de la iIncorporacién y de
la desaturaci6n del &cido eicosa-8,11,14-trienoico agregado
al medio de Incubaci6n. La adicibn de ACTH al medio

de incubacibn de células adrenocorticales aisladas
de ratas no tratadas produce una inhibicibn de Ia
biosintesis del #&cido araquidénico. Estos resultados

son mimetizados por el dibutiril AMP ciclico. Se postula
que el efecto de la ACTH sobre la blosintesis del
&cido araquidbnico podrfa producirse a través de un
aumento de los niveles intracelulares de AMP ciclico.

Biolégicas, P. Universidad Catblica de Chile.

El forskolin, un diterpeno activador no-hormonal
de la enzima adenilato-ciclasa, fue capaz de aumen-
tar varias veces los niveles intracitoplésmicos de
AMPc en las gléndulas ghstricas de estémagos de ra-
ta, y de estimular la secrecidn ghstrica de ECl y
de pepsinégeno en ratas in vivo. Este efecto secre~
torio no fue inhibide por atropina, metiamida ni por
ablacibén quirfirgica del antro, en cambio, fue inhibi
do efectivamente por EGF. Sin embargo, esta hormo-
na no alteré el incremento de la sintesis de AMPc
inducida por forskolin en gléndulas ghstricas aisla
das.

Como era de esperar por reportes previos, el EGF
también provocd una inhibicién de la secrecibn gas-
trica de HCl y de pepsindgeno evocada por estimulos
tales como histamina, pentagastrina y colinérgicos.
En todas las circunstancias estudiadas la respuesta
secretoria a los diferentes estimulos fue detectada
en ambas secreciones casi simulténeamente, lo cual
refleja un funcionamiento de las células oxinticas
Yy zimdgenas altamente acoplado en la rata.

Los resultados que presentamos aqui apoyan la hi-
pbtesis del rol del AMPc como mensajero intracelular
en el proceso secretorio de estas células. Sugie -
ren, ademés, que el EGF interfiere con el mecanismo
de acoplamiento estimulo-secrecién ghstrica en eta-
pas posteriores a las que involucran a los recepto-
res de los secretagogos en la membrana plasmAtica y
a los sistemas generadores de AMPc.
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METABOLIZACION BACTERIANA DE COMPUESTGS DIMERICOS MODELD DE LIGNINA. (Bacterial
setabolisa of dimeric lignin-sodel compounds}. 6onzdlez,B., Mering,A. y
Olave,l.. Laboratorio de Bioquisica. Departamento de Biologla Celutar,
Facultad de Ciencias Biolbgicas. Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

La lignina, junte a la celulosa y hemicelulosa, es un cosponente
fundasental de las estructuras vegetales. Esta wmolbcula es un polisero
casple;o, amarfo e insoluble formado por mondmeros fenilpropaneicos unidos por
distintos tipos de enlace. Estas caracteristicas confieren 2 la lignina una
estructura auy estable y dificil de degradar. En la naturaleza la
biodegradacidn de la lignina es un proceso oxidative lento lievade a cabo
principaimente por hongos. Se ha desostrado recientemente que un hongo, el
Phanerachaete chrysosporiem, posee una ligainasa que cataliza la ruptura de
algunos enlaces intersanoséricos. En contraste, la accidn que las hacterias
tienen sobre 1a lignina es menos conocida. Por otra parte, para estudiar la
biodegradacidn de iignina es necesaria la utilizacidn de compuestos aodelo
como mondweros, dimerps, etc. Estos Gltimos poseen enlates tipicos de la
lignina, cosa arilgliceral-F-arildter (#-0-4) y ),2-diarilpropano (F-1).

En este trabajo se presenta un estudio microbioldgico y bioguiesico de la
setabolizacidn bacteriana de compuestos sodelo de lignina. Se aislaron de
suelos cercanos a una industria de la madera, cepas bacterianas capaces de
utilizar diversos sodelos de lignina coso lnica fuente de carbono y energla,
Se las clasificd parcialsente y se determind la capacidad de crecer en sadelos
distintes de los utilizados en su aislamiento, aididndose la turbidez mdvima
alcanzada por el cultivo en el estado estacionario. Se seleccionaron cepas de
buen crecimiento en dos dlseros: guaiacilglicerol-f-quaiacildter (P-0-4) y
anisoina (#-1), Se confeccionaron con ellas curvas de crecisiento en disero y
se deteruind, por espectroscopla UV y HPLE, la foraacidn de intersediarios
producidos por la ruptura del enlace intermoncsérico. En esta presentacidn se
describen tasbidn estudios in vitrp, que demuestran que en un extracto
preparado a partir de una cepa bacteriana, existen enzimas que catalizan
reacciones de modificacidn y ruptura de compuestos disbricos, Se ha
identificado la presencia de una deshidrogenasa dependiente de NAD* que
sedifica el grade de oxidacidn del carbono alfa de estos diberos. Un andlisis
preliminar indica que en el extracto existe, adesds, una actividad que
cataliza a ruptura del enlace intermonosérico
Financiado pors DIUC y CELULOSA ARAUCO Y COMSTITUCION

ANTICUERPOS POLICLONALES CONTRA PROTEINAS DE MEMBRANA DE
GRANULOS NEUROSECRETCRIOS (Polyclonal antibodies against
membrane proteins of neurosecretory granules).
Gonzdlez, C.B.; Caorsi, C.E.; Benr:.os, 0.T.
de Fisiologia, Universidad Aus e Chile.

El transporte, liberacién y degpadacion del ma'temal
neurosecretorio implica interacciones altamente especi-
ficas de la membrana del grénulo neurosecretorio (GNS)
con otras estructuras subcelulares. El estudio de la es-
tructura de la membrana podria dar informacién sobre es-
tas interacciones y su regulacidn. Una aproximacién a es
te problana es la generacidn de anticuerpos contra pro-
tefnas de la membrana del GNS. En el presente trabajo se
purificaron GNS los cuales fueron lisados y las membra-
nas repurificadas por ultracentrifugacién. Como marcador
de membrana se usd citocramo b5 , el cual es una protei
na integral de la membrama del BHS. Se obtuvo una frac-
cién altamente enriquecida en citocramo b 1> Que al mi
croscopio electrdnico mostrd vesiculas siR8ormtenido

Instituto

elgctrodenso. Electroforesis en geles mostrd en esta frac
cién 25 a 30 proteinas de pesos moleculares entre 150 K~

a 25K. Anticuer'pos generados contra un par de 120K dal-
ton tifieron por inmunocitoquimica, selectivamente el sis
tema hipotdlamo neurchipofisiario, tanto en mamiferos co
mo vertebrados inferiores. Nitrocelulosa conteniendo las
proteinas de membrana de grdnulos, los cuales habfan si-
do purlfloados en ausencia de irhibidores de la proteoli
sis, mostrd bandas inmnoreactivas de menor peso molecu—
lar que aquella contra los cuales se generd el anticuer-
po. Cuando los GNS y membranas fueron pUI‘lflcadOS en pre
sencia de inhibidores se observé la mmmreacclon en el
par de 120 K desapareciendo la reaccién en bandas de me-
nor peso molecular. Estos resultados sug:.eren que los
GNS tienen proteinas especificas a este sistema y que
éstas estdn ampliamente distribuidas en la escala filoge
nética. Por su sensibilidad a enzimas, algunas de estas
proteinas estarian expuestas al lado citoplasmitico de
la membrana del grénulo.

Financiado por proyecto S-83-u4u4 DIUACH.
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INDUCCION DE SINTESIS DE DNA VIA RECEPTOR BETA ADRE-
NERGICO EN PAROTIDA DE RATON (Induction of DNA syn-
thesis via B-adrenergic receptor in mouse parotid).
Gonz&lez Burgos, M.J. y Lbpez Solfs, R,0, Depto. de
Biologla Celular y Cenética, Faculiad de Medicina,
Universidad de Chile.

Isoproterenocl, agonista beta adrenérgico, in-
duce secrecibn, sfntesis de DNA y crecimiento celular
en gléndula parbtida de ratén., El mecanismo molecu-
lar involucrado en la induccibn de secrecibdn incluye
al sistema receptor beta adrenérgico-cAMP. 3Sin embar
g0, la induccibn de sfntesis de DNA ba sido correla-
cionada con la desialilacibn de componentes de la
membrana plasmftica de células acinares y no con el
incremento en los niveles de cAMP. Con el fin de es-
tablecer si la via conducente a sintesis de DNA se
inicia en el receptor beta adrenérgico, se estudib
mediante el blogueo con propranoclol la eventual re-—
lacibn entre receptor beta adrenérgico, desialilacién
de la membrana plasmética y replicacibn del DNA nu-
clear. Los resultados muestran que propranoclol blo-
quea competitivamente la induccibn de sintesis de
DNA y que adn cuando existe una fraccién de &cido
sidlico de la membrana plasmética que es siempre re—
movida cuando se induce sfintesis de DNA, su remocibn
es independiente de la intensidad de la respuesta.
Estos resultados sugieren que la sintesis de DNA re-
quiere de la wediacibn del receptor beta adrenérgico
Y que la desialilacidn de la membrana plasmitica es
un proceso necesario pero no suficiente para la in-
duccibn de sfintesis de DNA.

(Proyectos D.I.B. B-2366/8113 y Fondo Nacional de
Ciencias).

OLIGOMERIZACION DE LA PEP CARBOXILASA DE
MAIZ INDUCIDA POR NaCl. (Oligomerization of maize
PEP carboxilase induced by NaCl). Gonzélez, D.H., Wag-
ner, R., Podest, F.E. y Andreo, C.S..

Centro de Estudios Fotosintéticos y Bioquimicos {CONI-
CET, F.M. Lillo, Universidad Nacional de Rosario} Sui-
pacha 531, Rosario, Argentina.

Se estudi6 e! efecto de NaCl sobre la actividad y la
estructura cuaternaria de la fosfoenolpiruvato carboxilasa
de hojas de mafz.

La enzima disuelta en Tris-CIH 50 mM fue sometida
a un tratamiento con 200 mM NaCl, y su estructura cua-
ternaria estudiada por filtraci6bn en gel mediante croma-
tograffa lfquida de alta presibn. A pH 7 se observs una
répida transicibn de la forma tetramérica nativa hacia
la dimérica; mientras que a pH 8 tanto el dimero como
el monémero fueron obtenidos, aunque el proceso fue méis
lento, La disociacifn observada fue dependiente de la
concentracién de enzima, aumentando su grado con la
dilucién de la carboxilasa.

La actividad de la enzima también fue afectada por
NaCl en forma dependiente del tiempo, disminuyendo
tanto por preincubacibn con la sal como por el agregado
de NaCl al medio de reaccifn. Se observd una respuesta
parcial y répida a pH 7, mientras que a pH 8 se llegl
a valores muy bajos de actividad luego de un tratamiento
prolongado., Cuando se ensay§ el efecto de NaCl sobre
la PEP carboxilasa en presencia de todos los sustratos,
se observ6 una proteccién dependiente de Ja concentra-
cién de PEP,

El activador glucosa-6-fosfato protegi6 contra la cafda
de actividad, pero no se observaron cembios en la sen-
sibilidad a este efector.
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COLAGENOS FIBRILARES Y SU REACCION CON EL N METIL BENZO
TIAZOLIDON HIDRAZONA (MBTH). (Fibrillar collagens and
its reaction with N-methyl benzothiazolone hydrazone).
Gonzdlez, E., Adarmes, H. y Guajardo, R. Departamento
de Ciencias Biolbgicas Animales, Faculfad de Ciencias
Veterinarias Pecuarias, Universidad de Chile.

El reactivo N-Metil benzotiazolidon hidrazona (MBTH),
especifico para grupos aldehidos, se ha usado para desa
rrollar una reaccién de tincién del colégeno, molécula
que posee estos grupos quimicos libres o formando entre-
lazos intra o intermoleculares. En tinciones de tejidos
congelados se ha observado una asociacién entre color y
tipo genético de colégeno, dada probablemente por dife-
rentes estructuras reaccionantes. Como una aproximacién
al esclarecimiento de estas estructuras se estudia la
reaccion con colégenos extraidos.

Se realizaron extracciones de los col&genos tipo I,
I1 y III de piel fetal y cartflago nasal bovino, obte-
niéndose los liofilizados correspondientes; éstos se
caracterizaron como coldgenos por determinaciones de
grupos aldehidos, prolina, hidroxiprolina y electrofore-
sis en poliacrilamida-SDS, con y sin reductor DTT. Se
realiz6 la reacci6én de tincion con MBTH y el color fue
registrado fotogréficamente.

Se observa una reacci6n con un producto de color ca-
racterfstico en los liofilizados de coligenos de distin-
to tipo genético, caracterizados asf por su comportamien
to electroforético. El estudio espectrofotométrico pos
terior de esta reacci6n, asi como la separacibn de los
distintos componentes coloreados, permitird una caracte
rizacién de las estructuras que constituyen los entrela
zos de los coldgenos de distinto tipo.

Financiamiento Proyecto A-2027, DIB.

CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA INMUNE CONTRA ESPER-
MATOZDIDES EN INDIVIDUOS VASECTOMIZADOS (Characteri-
zation of immune response against spermatozeoa in
vasectomized men) Fernando Bonzalez y Luz P. Blanco
Laboratorio de Inmunologia, Departamento de DBiologia
Celular, Facultad de Ciencias Biolbgicas, Pontificia
Universidad Cat6lica de Chile.

(Patrocinio: Maria 1. Becker)

Uno de los problemas fundamentales en el estudio de
1a infertilidad humana con causa inmunclégica, es el
desconocimiento de la estructura y funcion de la

mayoria de los antigenos espermdticos. Los esperma-

tozoides, normaleente, se encuentran secuestrados del
sistema inmune por la barrera heaatotesticular, la
cual es rota en el procedimiento quirdrgico wusado en
la vasectomia, esto libera espermatozoides que es-

timulan la produccitn de anticuerpos contra ellos.
En este trabajo hemos utilizada como herrasienta

para identificar y caracterizar auto-antigenos esper-
miticos suero de pacientes vasectomizados.
El analisis por inmunofluorescencia indirecta (IFI

en espermatozoides, con muestras de suera provenientes
de individuos vasectomizados con data quirdrgica de

hasta 3 meses indico, que el 281 del total de sueros
probados son positives por este criteric y ademés
presentan aayoritariamente un patrén de fluorescencia
en la regién acrosomal y/o ecuatorial de los esper-
matozoides.

Con el propésito de identificar el blanco molecular
de dichos anticuerpos, las muestras de suero consi-

deradas positivas por IFI, se ensayaron por la técnica
de Hestern Blotting contra polipéptidos presentes en
un extracto de proteinas de msembrana de esperaa-
tozoides. Se obsevaron bandas inmunoreactivas entre 30
y 90 K. y ademds, se observaron bandas inespecificas.

En resumen aproximadamente un tercio de los indi-
viduos de hasta tres aeses después de vasectomizados
desarrollan anticuerpos contra sus propios esperma-
tozoides; ade#as, la metodoliogia empieada peraite
observar diferencias individuales cualitativas y cuan-
titativas en la respuesta anti-espermdtica.

Financiado por Grant IDRC 3-P-83-10046-01.

R 209

UVATO GQUINASA DE LEVADURA: RDLAGEE UN
DUQ DE LISINA ANALIZADOD POR MUTABGENESIS

O-ESPECIFICA. ( Yeast iruvate kinase:
at a lysxne analyzed y site-specific

g - z » Ea.p mez I.
Buixe , V.

) de Bioquimica, Ffacultad de

iologicas, Universidad Catolica de

enesis
mar ai My

a piruvato quinasa cataliza
clave de la via glicolitica:
de PEF en piruvato y de ADP en

. Numerosa evidencia sefala a
cipacion esencial de una lisina, espscif1ca
nucledtido e las
de masculo (tipo
) I comparacion e a estructura
primaria de la enzima de levadura  con as
determinadas para varias enzimas ;xpo Ma,
sugieren un rol analogo para L¥§3’ de 134
pifuvato quinasa de léevadura (YFPK).

La aplicacion de la  metodologia,
mutagenesis sitio-especifica or
nuclesctidos sintéticos,
manipulaciones in vitro de g
para YFPK, nos ha permitido obtener
para esta enzima, en los que Lys>>” ha sido
reemplazada por Glu, Leu o Arg.

En extractos crudos de cepas mutantes, la
actividad e . corresponde a aproxi-
madamente_un 2074 de la detectada en la
control. Tal disminucién en la actividad
es debida a una modificacion de la

una etapa
lg conversion
TF.

parti-—

Eiruvato quinasa aisladas
12). La

cepa

no
3 respuesta
de las enzimas mutadas al efector alostérico
fructosa-1,6-bifostata.

as mutantes de YPK mencionadas presentan
una alteracion en suU comportamiento
cromatografico, la que se puede corre-—
lacionar = con la 'drasticidad de la
modi ficacion introducida n la estructura
primaria de YPK. Las enzimas han sido
purificadas y se bhan _determinado
arametros cineticos tales como
‘EF 'y ADFP, coeficiente de Hill (n, acti-
vacion or +ructasa—1,6—bxfos?aia. Los
valores cbtenidos para las mutantes de YPK,
no son,sxgn1f1cat1vamente diferentes a los
determinados para la enzima tipo silvestre,
s t esul tados ogtenxdos en este

establecen que S=37
esencial para

estudio
37 no es un +residuo
la actividad catalitica de YFK
abre un paréntesis de duda acerca de 1o ya
determinado para las enzimas tipo M,.

Financiado po DIUC 66/84, FNUD-UNESCO vy

Fondecyt.

INVESTIGACION DE LA ACTIVIDAD TRIPANOCIDA EN PRODUCTOS

NATURALES DE LA FLORA AUTOCTONA DEL NORTE CHILENO ( Inves
tigation of tripanocidal activity in natural products of
the autochthonous flora of the North of Chile). Gonzélez,
J., Sagua, H., Estrada, M., Pereira, J., Araya, J., Mora
Ies, G. Yy loyola, L. Grupo de Parasitologza y Laborato-
rio de Productos Naturales.
{Patrocinio: M. Cikutovic)

Universidad de Antofagasta

Actualmente, se acepta que Trypanosoma cruzi, agen-
te causal de la enfermedad de Chagas, puede ser transmi-
tido mediante transfusidn sanguinea, constituyendo &ste
el principal mecanismo de infeccidn en sectores urbanos
de Areas endémicas. Por ello, es necesario valorar an-
tiguas y nuevas drogas que aparte de su efecto tripanoci
da, reGnan otras caracteristicas que avalen su uso en la
quimioprofilaxis de esta zoonosis, como ser de bajo cos-
to, solubles, no presentar efectos adversos al ser trans
fundidas y no provocar efectos deletéreos en la serie
roja.

Con el propdsito de evaluar "in vitro", la activi-
dad tripanocida de compuestos orginicos aislados de es-
pecies de la flora autSctona del norte chileno, se pre-
senta un "screening" practicado sobre 25 campuestos, los
cuales fueron valorados segin el método descrito por Co-
ver y Gutteridge (1982).

Una marcada actividad tripanocida, se observd en
dos derivados de Bacharis boliviensis, PN-3 y PN-58 y en
un derivado de Parastrephia cuadrangularis, Pq-B5A. Efec
to tripanocida moderado pudc constatarse en dos deriva-
dos de Senecio graveolens, SG-IV y SG-V;dos derivados de
Chersedoma jodopappa, Chj-A y Chj-B, y en derivados de
Bacharis boliviensis BB7-12; Molinum crasifolium, MC~2;
Senecio rosmarinus, SR-I y Chondrus canaliculatum, Ch-
cI. Leve actividad tripanocida se observS en un deri-
vado de Senecio phylloleptus, SP-I.

La evantual posibilidad que derivados organicos va
getales, se utilicen en la quimioprofilaxis de la enfer-
medad de Chagas post-transfusional, es aquf discutida.
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FOSFORILACION DE PROTEINAS Y SECRECION DE HC1,
(Protein phosphorylation and HCl secretion).
Gonzélez, P.R. Lab. de Bioquimica, Universidad de
Santiago de Chile y Lab. de Histologia, Pontificia
Universidad Caté§lica de Chile.

La fosforilacién es uno de los mecanismos regula-
torios de la funcién de proteinas incluyendo aque-
llas que forman parte del citoesqueleto.

Durante la secrecidn del HCl, en las células oxin
ticas, los cambios topogr&ficos que ocurren en el
pclo apical, dependen de modulares que, a cierto
plazo modifican las interrelaciones de proteinas ci
toesqueléticas. Hemos implementado un sistema in vi-
tro que nos permite estudiar si la fosforilacidn de
proteinas es una instancia primaria en la regula-
cibén de este fendmeno.

Glandulas o células de estémago de rata son homo-
geneizadas con tampdén de gelificacidén. 1 mL del so-
brenadante de 100.000 g por 60 min. es incubado con
500 microCuries de ATP-gamma P(32) en presencia de
2ul de membranas suspendidas en el mismo tampén.
Luego de incubar a 37 grados C se forma un gel que
puede recogerse por centrifugacién. Este gel, opera
cionalmente, estd definido como citoesqueleto.

Una proteina de 43 KDa, muy similar a la actina
es fosforilada por una quinasa endégena de las mem-
branas de las células ghstricas. Esta quinasa, al
parecer, es tipica de estas membranas ya que en ex-
perimentos de reconstitucién heterbdlogos usando mem
branas de hepatocitos o de ceredro, no se fosforilsa
la actina; sin embargo las membranas de gléndula
fosforilan actina exbgena. Hemos caracterizado esta
proteina por electroforesis, HPLC e inmunodeteccién.
La proteina de 43 KDa fosforilada, residiria en la
fraccién de membrana.

Financiado por DICYT, DIUC y apoyo especial de
Merck Quimica Chilena S.L.

RAICES PROTEIFORMES EN LA FLORA CHILENA.(Pro-
teold roots of the Chilean flora). Grinbergs,
J., Valenzuela, E., Contreras, D. vy Ramlrez,

COMUNICACIONES LIBRES

Y ORYZOMYS LONGICAUDATUS EN ZGNA BOSCO! I
LE. (Dispersers demographic attributes of A. olivaceus
and 0. longicaudatus populations in southern chilean fo
rest). Gonzilez, L.A., MurfGa, R.yJofré, C. Instituto
de Ecologia y Evolucién, Facultad de Ciencias, Universi
dad Austral de Chile.

La migracién es un fenémeno de importancia en la mi -
cro y macro distribucién geogréfica de las especies y
de fuertes consecuencias demogréficas en la poblacién.

El presente estudio pretende establecer las relacio -
nes entre la densidad y el nfmero de migrantes y los a-
tributos demogrdficos de residentes y migrantes en po -
blacicnes de A. olivaceus y 0. longicaudatus.

El 4rea de estudic se localiza en €l Bosque Experimen
tal San Martin, Valdivia, Chile entre Marzo de 1982 y
Abril de 1984, El disefio comprendié un retficulo central
(1.2 has, 12x12 trampas Shemman) y 12 reticulos de dis-
persién (0.09 has de 4x4 trampas) agrupados de a tres
en 1inea en direccién de los 4 puntos cardinales.

0. longicaudatus muestra una asociacibn significativa
entre 1a 1 y el ro de migrantes en su ciclo
anual, en cambio A. olivaceus sblo en algunas fases del
ciclo. —

En A. olivaceus los migrantes presentaron un mayor pe
so tantc en machos como hembras con predominio de ma -
chos en 1982; en cambio en 1983 no hubieron diferencias
sig;ificativas de peso con los residentes, y la propor-
cion de sexos fue cercana a 1:1. En 0. longicaudatus se
observé un mayor peso en las hembras immigrantes y ma -
chos emigrantes sin diferencia en la proporcién de
sexos en el afio 1982; en cambio en 1983 se observa una
mayor proporcién de machos, no mostrdndose diferencias
significativas en el peso.

ATRIBUTOS DEMOGRAFICOS DE MIGRANTES EN AKODON OLIVACEUS
SK DEL SUR DE CHAT

(Financiado por Proyecto RS-82-17 de 1la D.I.D., U.A.CH.)

SINGLE CHANNEL FLUCTUATIONS FROM BONE CELLS: EVIDENCE FOR
Na*, ca¢t AND K* PERMEABILITIES. Guggino, Sandra, E. and
Sacktor, B. National Institute on Aging, NIH, Baltimore

C. TInstitutos de Microblologfa y BotAnica,
Universidad Austral de Chile, valdivia.

Las raflces protelformes son una prolifera-
cién anormal de rajcillas en Proteldceas, que
aumentan as{ su superficie de absorcién. E
presente trabajo da cuenta de estudios reali-
zados en material chileno, tendientes a deli-
mitar el fenémeno y dilucidar su origen.

Se prospectaron las especies chilenas de
Protefceas, cuantificando la frecuencia y el
tamafio de los nédulos. Se realizaron estudios
morfolégicos e histolbégicos en rafces protei-
formes de Gevuina avellana, cuya germinacién

fue previamente investigada.

Este fendmeno esti presente en todas las
especies de Protelceas chilenas, aungue no
siempre en todos los individuos. E]1 tamafio y
la forma de los ndédulos es un caracter espe-
cffico. Sin pericarpo y en condiciones esté-
riles se logré més de un 90% de germinacién
de Gevuina avellana. En las pl&ntulas la for-
macidn de nbdulos se inicia wuna vez que han
cafdo los cotiledbnes y se hace abundante
después de los 140 dfas. Se constatd una e-
norme variactén en el nGmero de nédulos, que
depende de la naturaleza del sustrato y de la
edad de la planta. E1 tamafio de los nbdulos y
su disposiciédn difieren considerablemente en
individuos juveniles y adultos de la misma
especie. Los nbdulos presentan una vida acti-
va corta y después de envejecer se disgregan
perdiendo su capacidad de aglomerar suelo.

Proyectos: FONDECYT No 1038/85 y
DID-UACH N2 S5-85-27.

Maryland 21224, U.S.A. (Patrocinio: Elisa Marusic).

The influence gi hormones on the electroconductive
propecties and Ca metabolism of bone has only recently
received attention but the ion channels which are respon-
sible for cell conductances remain to be investigated.
The patch-clamp technique was used to characterize the
channels present in an osteoblast-like cell culture, the
clonal rat osteosarcoma cell line R)S 17/2. The most
frequently ociurring channel in excised patches from ROS
cells is a Na conducting channel with a single channel
conductance olez [13 wh{gh decreases to & pS in the
presence of Ca“ and Mg® ,ions which also alter channel

kinetics. D888-verapamil, 1 uM, decreases the fractional
open time. A larger channel of 30 pS conducting Na®t and
K* equally well is observed less frequertly and probably

accounts for the 35 pS inward currents observed in cell-
attached patches with K¥ Ringer in the pipette. Under
these conditions, and inward current of 51 pS is also
observed. However, channels which are solely k' selective
are not observed in excised patches suggesting inactiva-
tion upon excision. We conclude that ROS cells display
channels which can contribute to monovalent cation condug
tances. In additign, ROS cells possess a small channel
resembling the Ca * channels found in excitable tissues.
Future studies will determine ££ these channels are invo}
ved in hormonally regulated Ca homeostasis.
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FOSFOLIPIDOS DEL SISTEMA RETINO-TECTAL DEL POLLO EN RE-
LACION A LA ESTIMULACION LUMINOSA.(Changes in chicken
retina and optic tectum phospholipids by light stimula-
tion). Guido,M.E. y Caputto,B.L.

Dto.Quimica Bioldgica, CIQUIBIC, Fac. de Ciencias Qui-
micas, CONICET, Universidad Nac. CBrdoba, CSrdoba, Arg.

La luz incrementa la sintesis in vivo de los ganglid-
sidos del sistema retino-tectal del pollo. Se estudid la
marcacidén de fosfolipidos (FL) de dicho sistema en ani-
males en luz (L) y oscuridad (0) luego de inyectar 32p
intraocularmente. Se encontraron los siguientes resulta-
dos 5 h posteriores a la inyeccidn: FL de cé€lulas gan-
glionares de retina (cpm/mg prot):L:6067(32) ; 0:4017
(34), A%51,p <0,001.Frac. acido soluble (32P-precursores
(cpm/mg prot) L:594762(30) ; 0:612599(35) &%-3, n.s.

FL de tectum contralateral (cpm/tectum): L:1555(35); O:
1005(32), A%55,p <0,001. No se encontraron diferencias
significativas en la marcacidn en L y O de los FL del
tectum ipsilateral al ojo inyectado ni en la fraccidn
acido soluble del tectum de los 2 grupos de animales.
Para saber si las diferencias encontradas son debidas a
un aumento en la radiactividad especifica de los precur-
sores en las células ganglionares,se estudid la captacidn
de los mismos a 30 min en L y O. No se encontraron dife-
rencias nien los FL ni en los precursores (FL: L:858(32)
0:834(29) ; fraccidn Zcido soluble:L:176199(38);0:171480
(38). Las diferencias L-O a 5 h no estarian determinadas
por cambios tempranos en los precursores. Para saber si
la marcacidn de FL en tectum llega por transporte axonal
se determind la relacidn: FL tectum contralateral - FL
tectum ipsilateral/FL tectum ipsilateral en animales en
L y O encontrindose: L:5,1(33); 0:2,8(32), A %80,p <0,001
indicando que la marcacibn de los FL proviene fundamen-
talmente de la retina. Se estd estudiando si todos los
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ACERCA DE LAS RELACIONES ENTRE VELOCIDAD,
LONGITUD Y TIEMPO EN BIOLOGIA (On the re-
lationships between velocity, length and
time in biology).GUnther, B, Departamento
de Ciencias Pisiolbgicas, Facultad de
Clencias Biolégicas y de Recursos Natura-
les, Universidad de Concepcibn.

El espacio y el tiempo "absolutos" (New-
ton), as{ como el espacio-tiedpo cuadridi-
mensional (Einstein), se contraponen al
concepto de espacio y de tiempo “relaciona-
les" (Leibniz), que es aplicable a los se-
res vivos,

En el presente anflisis se postula, que
en Biologla la velocidad (v=L/T) es el pa-
rimetro principal, y que longitud (LsvT) y
tiempo (T=L/v) son variables "relaciona-
les* en funcibdn de la velocidad (v). En la
selecciédn natural priman las velocidades
relacionales -entre predador y presa- como
factor de supervivencla., El1 carkcter "re-
lacional” de las tres variables (L,T,v)
también es aplicable a la métrica espacio-
temporal de cada ser vivo, la que a su vez
es funcibén de la masa (M) o del peso (W)
corporal. E1 anflisis empirico de estas re-
laciones se puede expresar por medio de la
ecuacién alométrica de Huxle (Y-aw&,
siendo Y= variable espacio-temporal; a= pa-
rimetro empirico, bw exponente, que se
puede calcular a priori para cada funcibn,
de acuerdo a tres teorlas de similitud bio-
16gica (Arch. Biol. Med, Exper. 19: 67-75,
1986), siendo el exponente alométrico (b)

FL son responsables de los cambios observados o solo al-

para un "perfodo biolégico" igual a 1/6
guno de ellos.

para la similitud gravitacional, b=1/4 para
1: electrodinimica, y b=1/2 para la cuén-
tica,

EFECTOS HEMODINAMICOS DE LA INFUSION RAPIDA DE SUERC FI-
SIOLOGICO EN TAPONAMIENTO CARDIACO EXPERIMENTAL. (Hemo-

NUCLEOPARTICULAS OBTENIDAS POR LA ACCION DE NUCLEASAS
SOBRE NUCLEQOS DE GAMETOS Y EMBRIONES DE ERIZO DE MAR

Tetrnap gus nigen. (Nucleoparticles derived from dynamic effects of rapid intravenous saline infusion on
nucleases digestion of nuclei from gametes and experimental cardiac tamponade), Gyhra,A., Torres,P.,
embryos of the sea urchin Tetrap gus niger).  Gutié- Prieto,L., Bravo,M.C. Departamento de Cirugia, Facultad

rrez, S., Inostroza, D., Imschenetzky, M., Departamen
to de Biologia Molecular, FacuTtad de Ciencias Biolé-
gicas, Universidad de Concepcidn, Chile.

Durante los primeros estados de embriogénesis de
erizo de mar ocurren cambios en la poblacién de nuc-
leosomas, que han sido puestos en evidencia por diges
tidn con nucleasa micrccocal, observdndose diferentes
tamafios de fragmentos de ADN comprometidos en nucleo-
particulas en los diferentes estados de desarrollo.

de Medicina y Laboratorio Cirugia Experimental, Departa-
mento de Ciencias Fisiolégicas, Facultad de Ciencias Bio
16gicas y Recursos Naturales. Universidad de Concepci6n.

Con el objeto de estudiar los efectos hemodindmicos de
la infusién répida de suero fisiolégico (SF) intravenoso
(I/V), se inyectaron 1500 cc de SF en 3 grupos de perros
(20-30 kgs.) en 40 minutos.

Grupo A(n=4) perros normales, control; Grupo B(n=4) tapo
nados con SF intrapericdrdico a una presifn de 9 mmHg;
Grupo C{n=9) taponamiento producido por herida estandari
zada en ventriculo derecho. Se monitorizaron en forma
continua durante la infusién, los siguientes pardmetros:
Presidn venosa central {PVC), Presibn arterial media
(PAM), Presibn pericdrdica (PP) y Débito Cardiaco {(DC).
En los Grupos A y B el comportamiento hemodindmico es
relativamente similar, comprobdndose un incremento sig-
nificativo de la PVC, PAM y DC (p<0,01), 1a PP no varié
significativamente de sus valores iniciales. En el Gru-
po C en cambio, DC y PAM no aumentan en forma significa-
tiva (p>0,05) y s6lo lo hacen la PVC y PP de 11.6+2,9 a
25,6+2,2 cmH20 (p<0,001) y de 8,5+3,2 a 18+3,1 mmHg
(p<0,01) respectivamente. Un perro muere durante la in-
fusién con 750 cc de SF I/V a Tos 25 minutos.

La infusidn rdpida de volumen en taponamiento cardiaco
producido por herida ventricular no mejora significati-
vamente la hemodinamia, pudiendo agravar el cuadro de
taponamiento, 1o que puede traducirse en paro cardiaco
por incremento exagerado de la presidn pericdrdica.

Con el objeto de obtener evidencias sobre Tas nu-
cleoparticulas presentes en los diferentes estados em
brionarios, se digirié nucleos de espermatozoides,ovo
citos y larvas pluteus con nucleasas micrococal y en-
déoena respectivamente, los productos de digestidn
fueron analizados en geles de agarosa. Se aisld las
particulas nucleoproteicas de ovocitos y de espermato
zoides investigdndose las proteinas que Tas conforman
por electroforesis en geles de poliacrilamida/SDS.

Los resultados obtenidos indican aue las nucleopar
ticulas presentes en ovocitos difieren de las existen
tes en larvas pluteus y espermatozoides, tanto en su
migracién electroforética como en las proteinas  que
las conforman. En espermatozoides se observaron las
cinco histonas fundamentales en cambio en ovocitos se
detectd la presencia de siete fracciones proteicas
que comigran en geles PAG/SDS con las siete variantes
tipo CS obtenidas de cromatina por extraccién direc -
ta.

Proyectos: 20.31.06 DI Universidad de Concepcidn

1082/85 FONDECYT Financiamiento Proyecto N°® 21.01.03.

Proyecto [ireccion de Investigacidn. Universidad de C.
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ACCION TERATOGENA DEL DDT EN EL DESARROLLO EMBRIONARIO
DE Caudiverbera caudiverbera (LINNE, 1758) (ANURA,LEPTO-
DACTYLIDAE). (Teratogenic action of DDT on the develop
ment of C. caudiverbera (Linné, 1758).(Anura, Leptodac—
tylidae). Hermosilla, I. Departamento de
Biologfa Molecular. Facultad de Ciencias Biologicas y
de Recursos Naturales. Universidad de Concepcién.

El DDT es un insecticida organoclorado de metabo-
lismo muy lento, de elevada liposolubilidad y alta per-
sistencia en el ambiente, Estas caracterfsticas lo con
vierten en un compuesto altamente t&xico. La propiedad
de evaporarse directamente desde la plantas o del sue-
lo para ser transportado a grandes distancias, determi-
na un radio de accidén extraordinariamente amplio, que
puede contaminar el aire, el agua y los alimentos, ra-
z6n por la cual la perturbacifn de ecosistemas puede
ser notablemente dafifna y perdurable.

A la vista de estos antecedentes y motivados por la
discusién mundial sobre la convivencia o no del uso del
DDT y otros organoclorados, y dado que el DDT es el dni
co organoclorado que est§ prohibido en Chile a contar
de Enero de 1985, en el presente trabajo se evalda el
efecto embriotéxico del DDT en estados embrionales de
C. caudiverbera, anfibio endémico chileno. Los resulta
dos indican que el DDT en proporcién a las concentracio
nes ensayadas de O,1; 1; 5 y 10 ppm, es altamente em—
briotdxico en estados de Placa Neural a Circulacién Cau
dal. -

Se analiza la modalidad de malformaciones apareci-
das en el tiempo a las concentraciones de DDT ensayadas
y se establece el efecto del insecticida sobre el creci
miento promedio de los embriones respecto a los contro-
les.

Proyecto 20.31.13 Direccién de Investigacidn, Univer—
sidad de Concepcifdn.

TOXICIDAD DEL ETIL-PARATION Y CARBARIL SOBRE ESTADICS TEMPRANGS [EL

DESARROLLO [FL ERTZ0 DE MAR. (Toxicity of ethil-parathion and carba-
ryl an early stages of the development of sea urchin). Heméndez,D.A,
Lonbardo,R.J., Ferveri,L. y Tortorelli,M.C. Departamento de Cs. Béai
cas, Universidad Nacicnal de Lujén y Departamento de COs. Biclégicas

Universided de Buence Aires.

1a restriccién en el uso de campuestos cloredos para el control de
plegas ha conducido a la splicacién intensiva de foeforedos y carba-
matos, siendo el etil-paration (ETP) y el carbaril (CARB) los més
frecuentemente usadoe. Este trebajo forma parte de una serie de estu
dics de los efectos de insecticides sohre los estadfce més sensibles
del desarrollo de arganisnoe acufiticos de consumo hurero, tales como
el erizo de mar Pseudechirue megellanicus (Philippi).

Los animales de prueba fueron colectados en el canal Beegle (Argenti
na). Las gametas fueran cbtenides por el método del ClK. Se realizb
un ensayo estAtico de tadcidad, hesta alcanzar el estadfo pluteus
("), S proburon S concentruclons de eadn plogulclda puro (5.6, 10,
18, 32 y 56 ppb). Se efectuaron simulténeemente ensayos control con
acetona (1-5 ppb). Todos los ensayos se realizaran en condiciones
controladas de tenperetura, salinidad y pH y por dplicado. la (EQ
se determind por el método probit.

Se cbuarvd un marcixdo efecto thxico do eslos pluguicidis. Para el
ETP las CESO de loe estaifce bléstula (Bl) y ghstrula (Gs) fueron
similares {38.8 y 34.6 ppb), mientres que para el estaifo prisma (Pr)
fue slinlMNeotivamente menor (2,8 ppb). B ¢l caso del CARB los es—
Lxdfaas 131y (i 1ueron mée rulblos (6.3 y 10.G6 ppb) e Pry PL,
dondde lo QW0 [l signifleallvamente nayor (haata 157 pb).Bata dife
rencia en la respuesta a los plaguicidas ensasyados probablemente es-
4 asociada a la penetrecién y los procescs de blotrersformacidn ,
relacionudos’ con el sistena de citocromo-oxidusas.
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ECOTOXICOLOGIA DE HERBICIDAS: TOXICIDAD AGUDA DE UN FOR
MULADO DE PARAQUAT SOBRE JUVENILES DE BAGRE SAPO.(Ecotoxi
cologyof herbicides: Acute toxicity of farmulated paraquat on South
American catfish). Heméndez,D.A., Feryeri, L., Tortorelli,M.C. y
Salibifin, A. Departamento de Ciencias Bisicas, Universidad Nacional
de lujén, Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas
y Comisién de Investigaciones Cientifices de la Prov. de Bs.As.

El paraguat (PQ) es uno de los herbicidas de amplio espectro que mis
se utilizan, tanto en agroecosistemas como en ambientes
acuaticos.

El objetivo de este estudio fue la evaluacién de la to-
xicidad de un formulado liquido de PQ ("Osaquat') con
27.6% de principio activo sobre juveniles de 10 dias

de bagre sapo (BS), teledésteo dulceacuicola cuyo culti-
vo semi-intensivo se propicia actualmente en la Argen-
tina. Se realizd un ensayo semi-estitico de toxicidad
aguda de 120 hs de duracidén, probando las siguientes
concentraciones: 2.2, 4.4, 8.8 y 11.0 ppm. Simultanea-
mente se realizaron ensayos control. Todos los ensayos
se efectuaron por duplicado a 17— 1 °C, en agua dulce
artificial. Los valores de CL50 fueron estimados con el
método probit. El formulado de PQ mostrd ser tdxico pa-
ra los juveniles de Bs en concentraciones entre 4.4 y
7.3 ppm. Los resultados mostraron que la toxicidad del
PQ seguiria un modelo similar en el perfodo 48-96 hs;

a las 120 hs se registré un descenso importante en la
CL50 (4.4 ppm). Considerando las dosis de aplicacién
recomendadas para ambientes acudticos, el tiempo de
disipacién y las CL50 halladas, se considera que las
aplicaciones intensivas del PQ podrfan constituir un
riesgo ecotoxicolégico para poblaciones naturales no
destinatarias, tales como el bagre sapo.

CAR ERIZACI PARCIA L SITIO DE ION
QEP DE LA RUVATE hu?ﬁABA DE LEVAD A.
Pdrtxa chardcterxzat1nn of ADF
b;ndlng e QfE Yea p:ruvang(rgiszs).
xr ‘]
y ngxuq:’nfg XaLZT?Sﬁ bzengxas Bio
gicas, Unzver;zdad CdtvllLd de Chile.

La piruvato Quinasa aliza la
transferencia de un g ga fosfatn desde el
fosfo-enol piruvato Py generando
ATF piruvato, elapa regulator1a clave
la v a glzcol Exca.

108 previos en nuestro
residuo de Lys™®
relacxonado con
amplia

labaratorzo
han sugerldn yue el de la
enzima de levadura estaria
la union del ADF. En este tfdbaéﬂ se
el analisis de esle residuos
mediante el uso de_un reac ivo bifuncional,
sxntet;zado en el laboratorxo a _part 1r ge
fosfato iridoxal (PLP), el  bis-PL
Estos compuesgos presentan la ventaJa de ser
capaces de generar reacclones 1n o in—
tramolecul ares, g aportar
importante 1nformac1on estruc ural.

E1l FLI sus derivados. produ) eron un
inactivacion rapida Y estable, revertible al
agregar lisina- Ll al medio, reyversion que
no se ocbservd al estabilizar la base de

Schiff intermediaria con un agente reductor,
como. NaBHa E1  ADF-M protegicd, casi
totalmente a la enzima de la inactivacion,
no as) e *. La enzima, inactivada  bhasta
un 15% de actividad residual, _mostro una
moles  de

estegu:cmetria de marcacion de 2
b e tetramero, Yy 4 estas
condiciones no se observaran reacciones de
entrecruzamiento de subunidades. Ademas, el
bis— s@ unid  soélo por  uno de SUS
extremgs. Estos datous, mas el efELto de
ctros det'ivados de piridoxal, con distintos
tamano y carga, sugieren que la inactivacion
observada se debe a un "bloqueo® del sitio
activa, dado conjuntamente ‘por liapedimento
] repul sidn electrostatica.
Finalmente, la caracterizacion desun péptido
producto del digerido triptico de la
modificada, ermltxeron concluir que el

residug Lys’ esta relacicnade con el
sitio de union del ADF .

For otra rte, se determind gque al
modificar un unxLD fesiduo de arginina la
en£1ma perdia toda capac:dad Catalitica.
Es 1nactxvacxon previno usando

ADP Mg*=, por lo gue serla de gran interés
ubicaf su posicidn en la secuencia, debido a
la necesarila prnA1m1dad espacial que debiera
existir con la

Financiado pur Froyectu DIUC 75-84.
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NIVELES TOTALES DE SUBCLASES DE IgG Y RESIS-
TENCIA A LA INFECCION POR T. CRUZI EN EL
RATON.(IgG subclass serum level and resistan-
ce to Trypanosoma cruzi infection in mice).

Hoecker, G., Juri, M. A., Alonso, P. Departa-
mento de Biologia Celular y Genética, Fac.
de Medicina, Universidad de Chile.

Un factor mayor de resistencia contra
la infeccién aguda por T. cruzi en el ratén
estd ligado a H-2 (Trischman, et al, 1982;

Gajardo et a%, 1983). Los anigales resisten-

tes, Bl0O(H-2=) y A.SW (H-22), sobreviven
60 dias o &ndefinidamente a la inoculacién
i.p. de 10 trypomastigotes sanguineas. Su

respuesta en anticuerpos anti T. cruzi aumen-
ta continuamente y la parasitemia muestra
en forma concomitante una disminucién después
del pik a los 8 dias p.i. En iguales condicio-

nes las cepas congénicas, susceptibles coxres-
pondientes, B10.Br (H-2=) o A.CA (H-2-) vy
los  ratones susceptibles no congénicos C3H
(H-2=), muestran un nivel total de IgG menores

y aumentos continuos de la parasitemia hasta
su muerte entre 14 y 20 dias p.i. Los ratones
Bl0 y A.SW tienen cantidades significativa-
mente mayores de IgG2b que sus pares congé-
nicos susceptibles Bl0.Br y A.CA respecti-
vamente. C3H también tiene un nivel bajo
de IgG2b.

Trabajo apoyado por Grant UNDP/World Bank/
WHO/TDR ID 820599.

EFECTO DE LA ESTREPTOMICINA EN LA N-GLICOSILA-
CION DE PROTEINAS EN EL SNC., (Effect of strep-
tomvcin on protein glycosylation in the SNC).
Idoyaga-Vargas V., Alperin M., Rossi S. y Car-
minatti H. Instituto de Investigaciones Bio-
quimicas "Fundacifn Campomar" Antonio Machado
151, /1405 Buenos Aires, Argentina.

La estreptomicina es un amino-glicdsido
que se ha usado en la terapéutica de infeccio-
nes provocada vor diferentes agentes bacteria-
nos. En algunos casos se ha descripto lesiones
localizadas en el SNC (por ejemplo lesidn del
nervio acistico y del nervio 6ptico). Aunque
se conoce su mecanismo de accién en procario-
tes, a nivel molecular su efecto en eucariotes

es hasta el presente desconocido.

Para encarar este problema, se midid el e-
fecto del antibib6tico en la velocidad de glico-
silacidn de proteinas en corteza cerebral de
ratas de distintas edades dentro del primer mes
del desarrollo. Se utilizd el micrométodo de
incubacién de particulas, anteriormente desa-
rrolladas en est§ laboratorio (PAABS-1984), u-
sando manosa (2-"H) como precursor. Se observd
una marcada inhibicifn, dosis dependiente, en
las particulas de corteza cerebral proveniente
de ratas de 0 y 5 dias. Este efecto inhibitorio
es menor en las ratas maduras (30 dias). A con-
tgnuacién se midid la incorporacibén de leucina
("H) a proteina. Se observaron resultados si-
milares a los obtenidos en el estudio de la
glicosilacibén. Adem8&s se midid en animales de
5 y 30 dias el efecto de este antibibdtico en la
sintesis de proteinas en particulas de corteza
cerebral y de higado. Aunque en el higado de 5
dias se observd una cierta inhibicién, en el de
30 dias la sintesis de proteina no se ve afec-
tada.
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Balance de energfa de un bosque adulto de pi-~
nus radiata. (The heat balance of a adult Pi-
Tus radiata forest). Huber,A., Oyarzin,C.,
Instituto de Geociencias, Facultad de Cien-
cias, Universidad Austral de Chile.

La mayor parte de la energfa solar que lle-
ga y queda en un bosque (balance de radiacidn)
se utiliza en la evaporacifn (flujo calor ca-
lor latente) y el calentamiento del aire (flu-
jo del calor sensible). Cantidades menores son
utilizadas para el calentamiento del suelo y
de la cubierta vegetal.

Se determin8 para 2 dfas de verano, 19, 20
enero 1986, el cursc diario de los diferentes
componentes del balance de energfa para un bos
que adulto de Pinus radiata. Para ello se uti-
1iz8% el wtodo de Sverdrup y Bowen y disponien
do de la informacifn del perfil vertical de la
temperatura y tensidn de vapor de agua del ai-
re, perfil vertical de la temperatura del sue-
lo, balance de radiaci8n y ventilacién por ho-
ra.

La radiaci8n retenida por el bosque para
los 2 dfas estudiados fue de 486,3 y 489,7 cal
cm~2dfa~1, utilizfndose 286,1 cal cm~2 dfa-1
(59%) y 308 cal cm—2dfa~1 (63%) para el flujo
de calor latente, 180,8 cal cm—2dfa-1 (37w),
172,9 cal cm~2dfa~1 (35%) en el flujo de calor
sensible respectivamente. Por los cambios de
temperatura del suelo y de la biomasa se utilji
zaron 8,2 y 6,8 cal cm~24afa~' y 11,2 y 2,2
cm~2dfa=1 respectivamente, montos que no sobre
pasaron el 4% de la energfa total discipada.

El bosque disip8 la mayor cantidad de ener-
gla a través de los fenSmenos evapotranspirati
vos con montos que alcanzaron los 4,8 y 5,3
mn/dfa para los dos dfas.

Proyecto RS-83-14 Direccién de Investigacién
y Desarrollo. U.,A.CH.

EFECTO DEL FOSFATO DE PIRIDOXAL SOBRE LA ACTIVIDAD DE
LA ALA-D DE HIGADO PORCINO.L.E.IMigo,A.M.Ferramola de
Sancovich y H.A.Sancovich.

Laboratorio de Porfirinas,Dpto. de Qca. Bioldgica,Fac.
de Cs. Exactas y Nat. U.B.A. Argentina.

La enzima 5-amino levilico dehidrasa (ALA-D)(E.C.4.2.
1.24) cataliza la formacidn de porfobilindgeno (PBG)
primer intermediario pirrdlico en la biosintesis del
hemo, clorofilas y otros tetrapirroles.

El estudio de la ALA-D en diferentes tejidos ha demos
trado la intervencidén de residuos de amino &cidos ta-
lescomo cisteina, histidina y lisina en su mecanismo
de reaccidn.

En esta investigacidén se muestran los efectos de la
presencia del 5'Fosfato de Piridoxal (PPy) sobre la
actividad de la ALA-D de higado porcino. Se encontrd
que concentraciones de PPy superiores a 1,5 mM pro-
ducen un 100% de inhibicidon de la actividad de la en
zima traténdose esta de una inhibicidén competitiva
con un Ki: 0,01 mM,

Se encontrd ademis que la inhibicién por PPy es rever
tida por eliminacién del mismo por didlisis & pasaje
a través de una columna de Sep.G-25. Pero esta inhi-
bicidén resulta permanente si previa a la diAlisis, en
presencia de PPy la ALA-D es tratada con NaBH,. La
presencia de PPylgisminuyé casi totalmente la“unién
estable de ALA. ~°C a la ALA-D cuando estd mezcla fue
tratada con NaBH,. Todos estos datos proveen eviden-
cias de la presegcia esencial de un residuo lisina en
la actividad de la ALA-D de higado porcino y que es-
taria involucrado en la formacién de una base Schiff
con el sustrato, ALA.
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SINTESIS IN VITRO DE XANTANO. AISLACION DE QLEZOMEROS.
(Xanthan gum blosynthesis, Isolation of oligomers).
Irion de  Ianniro, N. y Dankert, M.A.
Instituto de Investigaciones Bioquimicas Fundacidén Cam
pomar, Facultad de Clencias Exactas y Naturales, UBA y
CONICET, Buenos Aires, ARGENTINA,

El xantano es un exopolisacdrido (EPS) de gran inte-
rés industrial producido por Xanthomonas campestris.
La estructura de su unidad repetitiva es la siguiente
(Jansson et. al. (1975) Carbohydr, Res. 45, 275-282).

Pyr LaliGle 2 Yole Zem
46 =3
Man Ze 4G1cA B 2Man-6-0 Acet

En ruestro laboratorio, utilizando los respectivos
nucledtido azlicares, se ha logrado 1a sintesis in vitro
de este EPS, y se ha demostrado que ocurre en dos eta-
pas (Ielpi et al. (1981) FEBS Lett 130, 253-256): en la
la. el pentasacarido que constituye la unidad repeti-
tiva se forma secuencialmente, unido a un lipido a
través de un puente difosfato. Los restos acetil piru-
vato y acetato provienen de PEP y Ac-CoA respectivamen
te y también se incorporan a este nivel (Ielpi et al.
(1981) Biochim. Biophys. Res. Commun. 102, 1400-1408
y (1982) Biochem. Intermat. 6, 323-333). Todos estos
compuestos son solubles en cloroformo-metanol-agua
1:2:0,3 (extracto 1203). En una segunda etapa la unidad
repetitiva se polimeriza para formar el EPS que libera
al medio acuoso. Se estd estudlando ahora este 2° pro-
ceso. En los extractos 1203 se han detectado pequefias
cantidades de compuestos de mayor tamafio, presumible-
mente decasacdridos difosfato-lipido. Analogamente, en
la fraccidn soluble en agua, por filtracidén por geles
se han encontrado dos grupos de compuestos. Una de alto
PM que comprende al xantano formado; y otra de bajo PM.
En esta Gltima fraccién por cramatografia, electrofore~
sis, filltracldn por geles, eliminacidn de acetal piruva-
tos, etc. se han detectado oligosacdridos similares a
los obtenidos del extracto 1203: 1la unidad repetitiva y
decasacdridos con diferente grado de piruvilacidn.

ANTICUERPOS MONDCLONALES COMO REACTIVOS DE TIPIFICA-
CION SANGUINEA. (Monoclonal Antibodies as human red
hiood cells typing reagents) Macarena ri en
Andro Vojkovic y Alfredo E. De loannes. Laboratario
de Inmunologia, Departamento de iologia Celular,
Facultad de Ciencias Biolégicas, P. Universidad Catd-
lica de Chile. Instituto de Biotecnologia BIOS CHILE.

Las crecientes necesidades clinicas en la ti-
pificacion de grupos sanguineos, justifican 1la apli-
cacion de los anticuerpos monocionales en el Banco de
Sangre. Estos, por su +&cil produccién en escala
industrial, alta especificidad y homogeneidad, presen-
tan ventajas sobre los reactivos convencionales. Estas
caracteristicas, mds la disminucién en el costo de
produccibn, permitirdn su uso como reactives de rutina
en la tipificacién sanquinea.

ta aplicacion de los anticuerpos sonoclonales ha
permitido esclarecer, en parte, la complejidad y va-
riacion de los determinantes ABH de grupo sanguineoc en
los eritrocitos humanos, permitiendo distinguir las
diferentes cadenas oligosacdridas segun su longitud vy
grados de ramificacibn., Esta variabilidad dentro de
los grupos sanguineos, complica su tipificacidn ame-
diante los anticuerpos monoclonales, ya que, una
pequeia variaciéon en la cadena glicosilada, puede
afectar la reactividad con 1 anticuerpo wmonoclonal,
lo cual puede inducir a errores en la tipificacidn.

Para solucionar este problema, nuestro enfoque
ha sido estudiar la utilizacidn de combinaciones de
anticuerpos monoclonales dirigidos contra diferentes
determinantes de los antigenos de grupos sanguineos,
los cuales se potencian dando mayor sequridad en la
tipificacidn.

Con el fin de obtener una mayor diversidad de
anticuerpos sonaclionales, se inmunizaron ratones de la
cepa Balb/ct con eritrocitos pertenecientes a los
grupos sanguineos A y B. La fusidén de los linfocitos
esplénicos de estos animales con células mieloides de
la ltnea NSO/2, permitid seleccionar anticuerpos sono-
clonales por su capacidad de aglutinar eritrocitos en
forma especifica y cton alta afipidad.

Hemos logrado producir una cantidad adecuada de
anticuerpos monoclonales para seleccionar aguellos que
reaccionan contra distintas cadenas oligosacaridas,
requisito indispensable para ser usados como reacti-
vos de rutina en la tipificacibn sanguinea.

COMUNICACIONES LIBRES

CITOQUIMICA DEL ORGAND SUBCOMISURAL DE PERRQO. (Citg
chemiatry of the dog subcommissursl organ). Iri-

oin, C.; Vallejos, J.; Rodriguez, E. Institufo de
aIantugia y Patologla, Facultad de Medicine, Uni-

veraidad Auastral de Chile.

Debido a la presencia de células secretorias
gue establacen contacto con vasos sanguineos.
Se ha infaridoc que: en sl Grgsno subcomisural (0OSC)
de perra,sdemfs de la sscrecién al ventriculo hay
secrecifn a la sangre.
Se analizf comparativamente el mataerial que se libe
ra al ventriculo y el material en contacto con va-
sos aanguineos, Se spliceron t&cnicas de inmunoci-
toquimicas (utilizanda enticuerpos anti-Fibra de
Reissner, AFRU) y diversas lectinas.
Los gré&nulos secretorios ventriculares mostraron
afinided por AFRU concentredo y diluido y por les
lectines WGA, y WGA, ARCA y SBA después de hidr6li-
gis 8cida; en cambio, sl meterial secretorio del
polo vascular mostrdé afinidad por AFRU concentrado
y por la lectipa Con A.

Loa resultedos obtenidos sugiersn gue; la com
posicién del materiel secretorio vescular es de na-
turaleza proteica, similar a la secrecién ventricu-
lar, pero el grado de maduracién es diferente, sisn
do fundementslmente material secretorio irnmaduro el
que contacta con los vasos sanguineas.

Llama extrsordinariamante la atencién el hecho que
célules en 18 comisura posterior cercanas al 0SC,
contengan un materisl secretorio con caracteristi~
cas citoquimices @ histaquimicas similares al con-
tenido en loa grénulos ventricularas.

Financiado por : Proyecto 5-85-39, Dir, Investiga-
cibn, U.A.CH. y Grant 1/38 259 Stiftung Volkswegen-
werk.

EFECTO INHIBIDOR DE COBRE Y ARSENICO SOBRE EL
TRANSPORTE INTESTINAL EN RATA Y PALOMA (Inhibi
tory effect of copper and arsenic on intesti-_
nal transport In rat and pigeon). lturri, S.

Pefia, A., lturri, S.E. y Soto, R. Depto. fs.

Ecologlcas, Fac. Clencias, Unlv. de Chile,

Evidencias experimentales demuestran que la
capacidad de absorcién del intestino se resien
te en presencia de fones metdlicos, dependien~
do de l1a concentracidn de ellos. E} presente
trabajo se realizd con el objeto de estudiar
el efecto de Cu (11) y As (111) sobre el trans
porte de azicares (glucosa) y aminodcidos (ti~-
rosina) en el epitelio intestinal de rata y pa
loma tanto £in vitro como <in vivo. -

Sacos de intestino (yeyuno) evertido de rata
y paloma, sacrificados por decapitacién, se in
cubaron & 37°y 41°C respectivamente en un bafo
con solucién Krebs-Henseleit (K-H). En experi-
mentos 4in vivo, trozos de Intestino de anima-
les anestesiados con nembutal (3,5mg/100g pe-
so) se perfundieron (0.1m1/min) con sol. K-H,
En ambos casos la sol.K-H contenfa D-glucosa
(5mM) y L-tirosina (2mM). El transporte de es-
tos dos compuestos se evalud determinando el
aumento de ellos en el interior del saco al ca
bo de 60 minutos o la disminuclién de concentrz
cion en el llquido de perfusidn durante 1.5 ho
ra por perfodos de 30 minutos.

Los resultados demuestran que As y Cu (10°°
10”") Inhiben e) transporte de glucosa y tiro-
sina en experimentos 4in vitro en rata y paloma,
aumentando el efecto inhibidor con el aumento
de concentracién de estos ifones. En experimen-
tos de perfusidn se observa un efecto similar,
siendo el efecto de As mayor que el producido
por cobre.

Financiado por Proyecto DIB N-2447 U.de Chile



COMUNICACIONES LIBRES

FORMACION Y REGENERACION DE ESFEROPLASTOS DE
C.thermocellum {(Spheroplasts formation and
regeneration of C.thermocellum). Ivanjer S, y
Méndez B.

Ten&tica Bacteriana, Facultad de Cs.Exactas y
Naturales-UBA- Ciudad Universitarie Pab II,
1428 Buenos Aires, Argentina.

Clostridium thermocellum es un microorganismo
anaeroblio ce ) co, formador de esporas y
terméfilo que degrada celulosa a etanol, Acido
acético, 4cido léctico, CO, y H,. Dado que la
celulosa es la principal cgmpon nte de la big
masa gsecundarie, y por ventajas que derivan

de su caracter term6filo, estos microorganis-
mos presentan interés biotecnolégico. Su acti
vidad biolégice puede mejorarse mediante la
aplicacién de técnicas genéticas.

En cepa C, thermocellum ATCC 27405 hemos desa-
rrollado condiclones de formacibén y regenera-
cién de esferoplastos, herramientas fundamen-
tales para desarrollar sistemas de recomhina-
cién mediante manipulaciones genéticas.
Cultivos exponenciales de C.thermocellum se
trataron con lisozima y glicina en medio hiper
ténico. E1l control de las células no esfero-
plastizadas se verificé por reasistencia al
shock osmético y por observacién microscépica,
giendo la eficiencia de un 99 .

La regeneracién se llevé a cabo en medio com=
pleto suplementado con distintos nutrientes y
rafinosa como estabilizador. Diferentes expe-
rimentos indicaron una frecuencia de regenera
cién aproximada al 5 .

3e han establecido as{ las beses necesarias
para lograr el desarrollo de recombinantes ge-
néticos de C.thermocellum mediante fusién y

transformacIdn por plasmidos.

ANALOGOS FOSFOROTIOATOS DEL ATP EN EL ESTUDIO
DEL MECANISMO DE ACCION DE LA DESCARBOXILASA
DIFOSFOMEVALONICA. (Phosphorothioate analogs of
ATP in the mevalonate 5-diphosphate decarboxy-
lase reaction). Jabalquinto, A.M., Cardemil.E.
E. Iyengar, R. y Frey, P.A. Depto. Quimica,Fa-
cultad de Ciencia, Universidad de Santiago de
Chile y Department of Biochemistry, University
of Wisconsin, EE.UU.

Los fosforotioatos del ATP son andlogos del
ATP en los cuales uno de los oxigenos no puente
de un grupo fosfato se ha reemplazado por un
dtomo de azufre. Si este reemplazo se efectia
en el fosfato a o B del ATP se produce quirali-
dad en el f8sforo y se da origen a un par de
diasteroisdmeros.

Se determind el curso estereoquimico de la
reaccidn catalizada por la descarboxilasa difos
fomevaldnica llevando a cabo la reaccifn en pre
sencia del isdmero(Sp) adenosina-5'-0-(3-1702,
180)-tiotrifosfato en lugar de ATP. El andlisis
del tiofosfato producido en la reaccidn enzimi-
tica indic® que &ste tenia configuracidn Rp,con
lo que se demuestra que la reaccidn ocurre con
inversidn de la configuracidn en el P.

Con el objeto de determinar la estructura
del complejo MgATP cataliticamente activo se
efectud una comparacién de la preferencia este-
reoquimica por los diasterdmeros de ATPaS y
ATPRS al ser utilizados como sustratos en pre-
sencia de Mg(Il) y de Cd(II). Los resultados in
dican que el metal no se une al fostato a del
ATP y sugieren que el sustrato es el complejo
B-y bidentado del ATP.

Financiado por DICYT, USACH,
Ciencia y PNUD-CHI-84/006.
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ROL DE COMPONENTES DE MEMBRANA CELULAR EN EL
DESARROLLO INICIAL DE MAMIFEROS (Kole of cell
membrane components in early mammalian
development:.
lzquierda, L.: Gbecier, HM.I.; Fernandez, H.5.%
Sepulveda, HM.5.; Ahumada, A. & Fey, K. Fac
Ciencias, U, de Chile.

Hemos estudiado el rol ce componentes de la
membrana celular en el desarrollo dei raton in

situ e in vitro, desde el comienzo de la
segmentacidn hasta la impiantacidn, por medio del
desgrdenamientc de los blastdmeros, la
demostracion citoquimica de actividad enzimatica y
la distribucian de antigenos de superficie

detectados con anticuerpos monoclonales.

€1 desorden de los blastdmerps se regula sin
restablecimienta dei orden original aunque con
mantencion del tiempao de compactacion y

lastulacidn, Este proceso de regulacidn depende
de contactos celulares que i1nducen reg:onalizacion
de la membrana con algunas propiedades de capping.
ios 4 antigenos estudiados se observan desde el
goctitao preovulatorio hasta el biastocisto
implantado in vitra y ninguno de los monoclionales
carrespondientes 1nterfiere con la compactacisn o
blastulacidn. Tres antigenos se encuentran
preferentemente en masa celular interna y uno se
encuentra preferentemente en trofohlasteo.

En conclusign: c=e reconocen componentes de
membrana, cuv0 orilgen y distribucidn dependeria
del cantactao celular, que san agentes 0
indicadores de reguiacidn embriodnica y ademas, se
recongcen componentes, originados en ei  aeocito,
que no se modifican par el contacto celular aunque
se redistribuyen en te¢ diferenciacion celuiar.
Financiado por U. de Chile (DIB) y Fondecyt.

ESTUDIO ANATOMO-HISTOLOGICO DEL APARATO REPRO
DUCTOR FEMENINO DE CHORUS GIGANTEUS. (Anatomo
histological study of female genital tract of
Chorus giganteus). Jaramillo, R., Jorquera, H.
Instituto de Embriologia. Universidad Austral
de Chile.

Se estudié la anatomfa e histologfa del
aparato reproductor femenino (ARF) de Chorus
giganteus. Hembras maduras e inmaduras colec-
tadas en Puerto Claro (Lat. 39°53'Sur; Long.
73°22'0este), Valdivia, fueron procesadas pa-
ra microscopia dptica.

El ARF presenta un ovario desde el cual
ae origina el oviducto renal (OR), revestido
por un epitelio columnar simple. Al alcanzar
el techo del manto el OR se ensancha y recibe
el nombre de oviducto paleal (OP), el cual se
divide en una porcién glandular (PG) y otra
porcifn aglandular (PA). La PG presenta dos
regiones: la glandula de la albimina (epite-
lio de c€lulas columnares) y la gldndula de
la cépsula (epitelio de c&lulas cuneiformes y
cluster de c&lulas glandulares). La PA estd
formada por el receptidculo seminal (epitelio
simple glandular), bolsa copulatriz (epitelio
edbico simple) y poro genital (epitelio cilin
drico ciliado).

a los ob-
gracilis

en la es-
de la al-

Estos resultados son similares
servados en: Colus stimpsoni, Colus
y Nucella lapillus, con diferencias
tructura histoldgica de la gl&ndula
bimina.

Se discute el lugar de fertilizacidn en
relacibn con la formaci8n de las envolturas
del huevo.

Financiado por D.I.D.

UACH. Proyecto I1-85-44.
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ESTUDIO CINETICO DEL CONTENIDO HEPATICO Y BILIAR DE
GLUTATIONA Y MALONILDIALDEIDO EN RATAS TRATADAS CON
LINDANO. (Time course study of hepatic and biliary
glutathione and malondialdehyde levels following acyte
lindane adminig&ration to ra&s). Junqueira, V.B.C.,
Barros, S.B.M. , Simizu, K. , Van Halsema, L. y
Videla, L.A. " Universidade de S. Paulo, Instituto de
Quimica” Faculdade de Cigncias Farmac@uticas™ , S.Paylo
Brasil. Universidad de Chile, Facultad de Medicina s
Santiago, Chile.

Lindane, a pesticide metabolized in the liver endo-
plasmic reticulum, given ip to rats, increases the
level of hepatic lipid peroxidation (LP) which seems to
be dependent on 02 formation-cytochrome-P,5q linked.
An increase of hepatic and biliary GSSGcontent was also
observed. The aim of this work is to determine whether
early changes in the liver and biliary GSH/GSSG content
or other factors, as the induction of cytochrome-PASO
and the related production of oxidative species, are
responsible for the high levels of LP. Fed rats
received a single ip dose of 60 mg of lindane/Kg b.w.
and were used from 1 to 24 h after injection. LP
indexes were measured as malondialdehyde (MDA) and
glutathione estimated by conventional methods. The main
results are: (i) liver cytochrome—Pbso levels increase
after 6 h, whether LP increases just after 1 h of
injection; (ii) liver GSSG increases 2 h after
injection, with consequent decrease in GSH/GSSG; (iii)
biliary content and release of GS5G are markedly
decreased after 4 h injection. The results obtained
are indicative that in the early lindane intoxication
of rats, liver glutathione changes contributes more to
the oxidative stress determined by lindane, than the
other factors mentioned.

CARACTERIZACION Y LOCALIZACION SUBCELULAR DE
LA ARGINASA DE HIGADO DE GENYPTERUS MACULATUS
(CONGRIO NEGRO). (Characterization and subce
llular location of arginase from Genypterus ma
culatus liver). Kessi, E., Ainol, L. y Carvae-
Jal, N.

a N. Depto. Biologia Molecular, Fac. Cs.
Biol, y de Rec. Nat, Universidad de Concepcidn
(Patrocinio: R, Gonzalez).

Se purificd parcialmente la arginasa de hi-
gado de Genypterus maculatus. Para ello, un ho
mogenizado de higado se sometid a fracciona-
miento con sulfato de amonio (0-30% saturacién)
calentamiento a 60°C en presencia de ornitina
¥ MnClp, filtracién en Sephadex G-200 y croma-
tograffa de intercambio idnico en columnas de
DEAE-celulosa. La preparacién enzimdtica obte-
nida presenta un pH dptimo de 9.5 y un Km de
15-20 nM pare arginina; ademds es inhibida en
forma no competitiva por el producto ornitina
¥y por los aminocdcidos prolina, leucina e iso-
leucina. La enzima presenta un peso molecular
de 120,000, y el tratamiento con EDTA se acom-
pafia de pérdida de actividad y disociacidn de
la enzima.

El fraceionamiento subcelular reveld que la
enzima se encuentra localizada exclusivamente
en la mitocondria del higado de Genypterus ma-
culatus. En base a esta distribucién y los ba-
jos niveles de urea enddgens medidos en teji-
dos de esta especie se sugiere gque la funcién
de la arginasa es aportar la ornitina necesa-
ria para la sintesis de prolina.

COMUNICACIONES LIBRES

GLICOPROTEINAS DEL LIQUIDO OVIDUCTAL Y DESARROLLO EMBRIO
NARIO TEMPRANO. (Oviductal fluid glycoprotein and early
stages of embryonic development).- Kaltwasser, G.,
Ortiz, M.E. Laboratorio de Endocrinologfa, Depto. Cien-
clas Fisioldgicas, Facultad Ciencias Bioldglcas, Ponti-
ficia Universidad Catdlica de Chile.

El oviducto es la estructura en la que tienen lugar
las primeras etapas del desarrolloc en mamiferos, sin em-
bargo, no han sido descritas interacciones especificas
entre oviducto y gametos o embriones. Hemos identifica-
do mediante PAGE/SDS protefnas especificas del lfquido
oviductal de coneja después de inducir ovulacidn con
GnRH. Al fraccionarlo con lectinas-concanavalina-A y
aglutinina de germen de trigo- se han identificado dis-
tintas glicoprotefnas., Este mismo 1iquido ha sido in-
cubado con blastocistos de ratén y se ha medido la in-
corporacién de 3-H uridina en RNA. La incorporacidn es
entre un 50-60% mayor cuando se usa liquido oviductal
comparado con suero del mismo animal del que se obtuvo
el lfquido oviductal. Cuando el liquido oviductal es
denaturado (65° C/30 min) no hay estimulacidn en la in-
corperacién a macromoléculas. La incorporacidén de uri-
dina es lineal en concentraciones de 1078M - 10-6M y
también con respecto al niimero de huevos. En el tiempo
hay una incorporacién lineal durante la primera hora,
luego se estabiliza entre 2-4 horas y luego un incremen-
to en las 4-8 horas sigulentes que se corresponde con un
aumento en el nimero de c&lulas en los blastocistos.

En ensayos preliminares hemos visto que el incremento en
la incorporacidn de uridina es mayor cuando se utilizan

fracciones glicoprotélcas que cuando se utiliza liquido

oviductal sin fraccionar.

Estos resultados sugieren que existe una interaccién
de algunas proteinas del lfquido oviductal con embrio-
nes en estados tempranos del desarrollo que no es espe-
cie especifica.

Financiado por RF 86020

EFECTO DEL URETANO EN LA MARCACION DE GANGLIOSIDOS Y
GLICOPROTEINAS Y SU DISTRIBUCION SUBSINAPTOSOMAL EN EL
TRACTO OPTICO DE POLLO. (Effect of urethane in the
labeling of gangliosides and glycoproteins of chicken
optic tract and their subsynaptosomal distribution in
optic tectum). Kivatinitz, S. y Domowicz, M.
CIQUIBIC-Dto. Ouimica Bioldgica, Fac. C. Quimicas. Uni-
versidad Nacional de Cérdoba. Argentina.

Se estudid la marcacidn de ganglidsidos y glicoproteinas
en pollos anestegiados uma hora antes de una inyeccidn
de 3H-NAcMan. Se midid 3H-ganglidsidos y 3H-glicoprote-
inas en capa ganglionar de retina y tectum Bptico. Cin-
co horas después de la inyeccidn se encontrd una dismi-
nucidn en la marcacidn de ambos compuestos tanto en re—
tina como en tectum Sptico de los animales anestesiados.
Sometidos los tectum &pticos & un fraccionamiento subsi-—
naptosomal se encontrd que tres horas después de la in-
yeccidn la fraccidn que tiene mayor actividad especifi-
ca de 8cido sidlico de ganglidsidos (c.p.m. 3H-NANA gan
glidsidos/ mol de NANA ganglidsidos) es la fraccidn en-
riquecida en vesiculas sinfpticas tanto en animales con
troles como en los anestesiados, siendo los valores de
todas las fracciones obtenidas de animales anestesiados
menores que las de los controles. Tramscurridas cinco
horas de la inyeccidn las actividades especificas de las
fracciones enriquecidas en mielira, microsomas, membrana
plasmitica, sinaptosomas y mitocondrias aumentan sobre-
pasando el valor de la fraccidn de vesiculas sindpticas
el cual permanece constante entre las tres y cinco horas
En las fracciones provenientes de los animales anestesia
dos los valores se mantienen siempre similares a los de
la fraccidn de vesiculas sindpticas y por debajo de los
controles correspondientes. Se discute la posibilidad de
que el anest@sico interfiera tanto en la sintesis como
en la translocacidn de estos glicocompuestos desde su
sitio de sintesis hacia la membrana plasmitica y en el
reciclado de membranas.



COMUNICACIONES LIBRES

AISLAMIENTO Y CULTIVD DE ISLOTES DE LANGERHANS
FUNCIONANTES. (Isolation and culture of functional
Langerhans' islets) Koppmann, A., Huerta,G.,Salas K.
Caviedes, R. Laboratorio Cultivo de Tejidos Depto.
Fisiologfa y Biofisica, Fac. de Medicina U.de Chile.

Una de las limitaciones del transplante de pancreas
endocrino radica en gue las actuales técnicas de aisla
miento y cultivo no son eficientes.

Se trabajé con dos especies animales.

El pAncreas de rata es de fécil accesc y canulacién,
procediéndose luego a la disecciém, trituracién, diges
tién enzimitica y cultivo de los islotes obtenidos.

En el perro este procedimiento es bisicamente el mis
ma, pero se dificulta por sus condiciones anatémicas.

En ratas el rendimiento es de 200-400 islotes, obte-
niéndose adherencia a la placa de cultivo (criterio de
vitalidad en cultiva), micrascopiaelectrénica e inmuna-
citoguimica de célula secretoria tipica (RER, grénulos
de secrecién, mitocondrias y complejo de Golgi), fluor-
esencia (+) con paraformaldehido-glioxilato, RIA de in-
sulina en secrecifn basal y respuesta sobre carga de
glucosa (SD-153uUI/ml respectivamente).

En perros se observa adherencia a la placa, RIA de
secreci6n basal de insulina (137uUI/ml en tres dias)y
respuesta scbre carga de glucosa con mayor secrecidn de
hormona (de 32uUI/ml basal a 53uUl/ml post estimulo).

Se comprobd preservacion en condiciones de cultivo
de propiedades morfofuncionales histipespecificas de
pancreas endocrino por periodos prolongados de tiempo
(1 mes).

Financiamiento: DIB B 2124-8623

MECANISMO DE ACCION DE ANTIVIRALES LISOSOMOTROPICOS: ES
TUDIOS CON VIRUS IPN. (Mechanism of antiviral lysosomo-
tropic agents: Studies in IPN virus). Kuznar, J., Fa-
rias, J., Kiss, J. y Navarrete, E. Laboratorio de*ﬁig
quimica, Facultad de Medicina, Universidad de Valparaf-
sO.

La sensibilidad de algunos virus, a la acci6n de
los agentes lisosomotropicos, ha sido empleada como ar-
gumento para definir su via de penetraci6n a la célula.
Estos inhibidores afectarian la internalizacién de los
virus a través de la neutralizacion del pH de endosomas
y lisosomas. La relaci6n entre penetracién viral y sen
sibilidad a agentes llsosomotréplcos estd siendo cues-
tionada debido a que algunos virus son afectados por es
tas drogas incluso después de haber penetrado. Con ob-
jeto de aportar informacién respecto a lo que sucede
con virus sin membrana, hemos ensayado el efecto de la
Cloroquina y el NH,Cl1 sobre el ciclo infectivo del vi-
rus de la Necrosis Pancreatica Infecciosa (IPN).

Ambos agentes inhiben la producci6n de virus IPN,
sin embargo, el NH,C1 es mas efectivo. Contrariamente
a lo esperado, el "NH,C1 inhibe la multiplicaci6n viral
incluso si se agrega "después que se ha iniciado la sin
tesis de nuevas protefnas virales.Para visualizar un po
sible efecto sobre la repllcac16n3d 1 genoma del virus,
se estudi6 la incorporacién de [°H]-uridina a células

infectadas. El1 NR,Cl reduce en un 43% la sintesis de
RNA viral. En camBio, la produccién de virus decae en
un 95%. La disminucién en la sintesis de RNA viral, de

tectada en presencia de NH,Cl, es, en pFlﬂClDlO, insufi
ciente para explicar la acélén del inhibidor, sin embar
go, estudios preliminares de 1nmunof1uorescenc1a, sugle
ren que ademds el NH4C1 inhibe la penetracién del virus.

Proyecto UV 21/84 Universidad de Valparaiso
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BIOSINTESIS DEL GLUCOGENO EN CEREBRO DE RATA (Rat brain
glycogen biosynthesis).

Clara R. Krisman, Marcla Mendonga, Diana S. Tolmasky.

Instituto de Investigaciones Bloquimicas "Fundacidn
Campomar" y Facultad de Cienclas Exactas y Naturales,
Antonio Machado 151, (1405) Buencs Aires, ARGENTINA

El glucdgeno es un homopolisacidrido de glucosas alta-
mente ramificado con uniones glucosidicas o< 1,4 y
A 1,6, Todas las enzimas glucdgeno sintetasas indepen-
dientemente de su origen, presentan un requerimiento
absoluto por un glucano del tipo (1,4 como aceptor.

Los traba jos realizados en mestro laboratorlio con
higado y corazdén de rata,asi camo también Esch. coli
conducen a proponer que el glucdgeno se sintetiza "de
novo" sobre wna proteina.

En este trabajo presentamos evidencias que
tanbien en cerebro, el gluc eno se inlcia via for-
macién de una glucoproteina. enzima que cataliza la
transferencia de glucosas del UDP-Glc a la proteina es
diferente de la enzima que transflere las glucosas al
glucdgeno.

Esta afirmacidn se basa en que a través de las
distintas etapas de purificacién empleadas,se logrd se—
parar las enzimas: fosforilasa, ramificante y UDP-Glu-
cosil transferasa a proteina y UDP-Glucosiltransferasa
a glucdgeno.

CANALES IONICOS DE RETICULO SARCOPLASMATICO
DE MUSCULO ESQUELETICO DE RANA. (Ionic
channels in sarcoplasmic reticulum from frog
skeletal muscle). Ladrén de Guevara, R. y
Bull, R, Depto. Fisiologfa Normal y Patol.,
Facultad de Medicina, Universidad de Valparal
so y Depto. de Fisiologia y Biofisica, Facul®
tad de Medicina, Universidad de Chile.

Con el objeto de estudiar los canales iSni-
cos presentes en el reticulo sarcoplasmitico
de Caudiverbera caudiverbera, hemos fusionado
dos preparaciones diferentes de fragmentos
aislados de &ste, con membranas artificiales
planas de fosfolfpidos.

El canal mis frecuentemente encontrado con
una de las preparaciones es catidnico, tiene
una conductancia de 574 pS en sulfato de po-
tasio 100 mM y la probabilidad de estar
abjerto crece al aumentar el potencial eléc-
trico en el lado que se agregaron las vesicu
las. Con la otra preparacién detectamos di-
versos tipos de canales, entre ellos uno
anidnico y otro catiénico., El aniénico es
poco dependiente de potencial, y presenta en
cloruro de colina 250/50 mM una conductancia
de 100 pS. El canal catidnico presenta en
cloruro de potasio 200/100mM una conductan-
cia de 74 pS, y se abre para potenciales po-
sitivos,

Estos canales podrian participar en la pre
vencidn de la polarizacién del retfculo sar-
coplasmético cuando é&ste libera calcio.

Financiado por la Universidad de Chile DIB
B,2123, Muscular Dystrophy Association y
NIH GM 35981-01,
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GABA ENDOGENO SE ENCUENTRA PRESENTE EN VESICU-
LAS SINAPTICAS DE CORTEZA CEREBRAL DE RATA.
(Endogenous GABA is present in rat brain
cortex synaptic vesicles), Lagos .

Orrego, F. Depto. de Fisiologla y BIofisica,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

En la literatura se encuentran descritos
intentos negativos para asociar aminolcidos
(AA) a fracciones de vesSfculas sinipticas (VS)
aisladas., Esto podria indicar que los AA pos
tulados como neurotransmisores, entre ellos el
dcido gama-aminobutirico (GABA), no se encuen-
tran almacenados en vesiculas sinfipticas. Una
explicacién alternativa pudiera ser que los AA
difundieran desde el compartimiento intravesi-
cular hacia el citosol durante el proceso de
aislamiento, asf la concentracifn de AA den-
tro de la vesfcula deberia ser directamente
proporcional a la duracién y complejidad del
procedimiento utilizado en el aislamiento de
vesiculas sinipticas,

En este trabajo se presentan evidencias
de contenfdo de GABA endSgeno en vesfculas
sinfpticas de corteza cerebral de rata obte-
nidas por tres métodos diferentes.

Se caracteriza la fraccidn vesicular uti-
lizando marcadores bioquimicos y controles
de microscopia eletrSnica y se determina el
contenido de GABA intravesicular.

Financiado por DIB Proyecto B.1590 Universi-
dad de Chile y Proyecto PNUD UNESCO CHI-84/
003, ayuda a Tesis de Doctorado.

CAMBIOS EN EL CONTENIDO DE rRNA EN HOUAS SENESCENTES DE TRIGO.
(Changes rRNA content in senescing wheat leaves). Lamatting, L. Pineda,
M., Pont Lezica, R,y Conde. R.D. Instituto de Investigaciones Bioldgicas,

Faculiad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad Nacional de Mar de!
Plata, Argentina.

La primera hoje de trigo en su méxime expansion pierde velozmente
RNA cuendo es cortads y colocada en Ia oscurided. Esta investigacion se
Tlevd a cabo con el objeto de evaluar 1as carecteristicas de la desaparicion
del RNA , cuya mayor proporcion es rRNA. Se midieron, inicialmente, las
velocidades de sintesis y degradacion del rRNA total mediante
procedimientos de marcacion con [3H]-orotato. Los resultados indicaron
que la sintesis se mantiene hasta 48 hs posteriores al corte. La
degradacion se incrementa y es responsable de 1a pérdida de rRNA total.

Luego, a distintos tiempos de iniciado el proceso, se aislaron las
especies moleculares de FrRNA que componen los ribosomas de citoplasmay
cloroplastos mediante ultracentrifugacion en gradientes exponenciales de
densidad de sacsrosa. Se eslimé esi, el conienido neto de dichos
componentes. Los resultados indicaron que la hojs contiene inciaimente
69% y 21% de rRNA de citoplasma y cloroplastos respectivemente. La
pérdide ocurre preferentemente en 81 rRNA de cloroplastos, y cee al 60%
de su velor inicial en 48 hs. A continuacion se midio e cepacided de
transcripcion de las especies moleculares mediente 18 incorporecion de
[3H}-4cido ordtico. La degradecidn se evelué marcando el rRNA al inicio
del proceso con [32P) y observendo la desapericion de la merca. Los

resuliados obtenidos indicaron que la caide de marce esia incrementada en
el caso del rRNA de claroplastos y es de la misma magnitud que el cambia
de masa observado.

Financiado por CONICET, CICy FIBA.
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CARACTERIZACION DEL ESTADO DE PLASMIDIO DEL BACTERIO-

FAGD P4, Y SU USO COMO VECTOR DE CLONAMIENTO Y
EXPRESION. (Characterization of phage P4 plaamid
state, and its use as a cloning and expression

vector). R. Lagos y R. Goldstein. Departamento de
Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile
y Beoston University School of Medicine, Boston.

P4 es un bacteriéfago defectivo que depende del
colifago P2 para su desarrollo litico. En ausencia
de P2, P4 puede propagarse como un plasmidio. Se
caracterizé la replicacién, control de nimero de
copia, estabilidad y expresidén del plasmidio P4 (pP4).

El nGmero de copias (n), determinado por centrifu-
gacién en gradiente de cloruro de cesio~yoduro de
propidio, puede ser manipulade por alteraciones en
las condiciones de crecimiento, oxigenacién y tempera-
tura, permitiendo la induccién de estados con diferen-
tes nimero de copias: bajo (n=1-3), intermedio
(n=10-15) y alto (n=30-40). Este efecto es a nivel
de la replicacién del DNA. El estudio de la estabili-
dad de pP4 se realizé con derivados de P4 que llevan
insertado un gen de resistencia a kanamicina (Km),
determinfindose que la estabilidad depende de la fun-
cién int.

Mediante la adicién de P2, se puede encapsidar el
genoma de pP4 en una particula viral, y si se emplea
la mutante pP4sidl es posible encapsidar el genoma
de pP4 que contenga una insercién de DNA foréneo de
hasta 25000 pares de bases.

Se ha construido un vector de expresién usando el
derivado pP4gidl, al cual se le ha insertado el
promotor hfbride tac y un gen de resistencia a
ampicilina. Este vector cuenta con un sitio PstI
inico que estd distal al promotor y a la secuencia SD.

Se discutirén las ventajas del uso de pP4 como
vector de clonamiento y expresién.

ASPECTOS BIOLOGICOS Y CITOGENETICOS DE DOS GRILLOS ESCA-
MOS0S: Microgryllus pallipes (PHILIPPI) Y Hopiosphyrum
griseus (PHILIPPI) (GRYLLIDAE: MOGOPLISTINAE).
@iological and Cytogenetic aspects of two scaly
crickets: Microgryllus pallipes (Phil.) and Hoplosphyrum
griseug (Phil.) (Gryllidae: Mogoplistinae)

Lamborot, M., Barrera, H. y Fan, C*. Departamento de
Ciencias Ecolégicas, Facultad de Ciencias, Universidad
de Chile, *U. Metropolitana de Cs. de la Educacién.

Microgryllus galliges y Hoglosghzrum griseus grilleos
escamosos, endémicos, de amplia distribucién geografica,

gon facilmente distinguibles por su morfologia de huevo
a imago. Tienen importancia econémica, ya que ambos
acompafian los productos vegetales que Chile exporta, fi-
gurando M. pallipes como plaga cuarentenaria. Este tra-
bajo caracteriza: la historia estacional de las espe-
cies; la constituciébn cromosbmica obtenida por suspen-
816n celular de tejido gonadal y tincién Giemsa para di-
versas localidades; y la conducta sexual determinada por
obgervacién directa de machos y hembras virgenes.

Los resultados indican que ambas especies presentan
un ciclo univoltino, pero con caracteristicas propias.
Todas las poblaciones analizadas poseen un nimero cromo-
sémico diploide 2n= 18 autosomas mas sistema sexual XO0;
el cromosoma X es metacéntrico y grande. Algunas pobla-
cliones de H. griseus presentan individuos con cromosomas
B. Las pautas de conducta sexual, son en general coinci
dentes con otras especies de Gryllidae, sin embargo,
existen diferencias notables: K. griseus da emisiones
gonoras (canto de llamada) en tanto que M. pallipes es
sordo y mudo; el tipo de espermatéforo es bipartito y
de gran tamafio en H. griseus, siendo de menor tamafio en
M. pallipeg. La conducta de postc6pula también es dife
rente.

Se discute la importancia evolutiva de algunos de
los parimetros presgentados.

Financia Proyecto DIB 2007-8634



COMUNICACIONES LIBRES

LA PLACENTA EN MALNUTRICION MATERNA 1. ESTUDIO ULTRAES-
TRUCTURAL DE LAS VELLOSIDADES CORIONICAS. (An ultras -
tructural study of the chorionic villi in Human Placen-
tas in maternal malnutrition). Las Heras J., Ponce C.,
Gomez E ., y Renere R. Departamento Ciencias Médico Bio
logicas y Basicas y Carrera de Obstetricia y Puericultu
ra. Facultad de Medicina. Universidad de Chile. -
(Patrocinio : S. Gimpel F.)

Se analizaron ultraestructuralmente las caracteristi-
cas de las vellosidades coridnicas en la placenta de 30
pacientes con malnutricidn materna y se compararon con
un nimero similar de placentas de pacientes con embara-
z0 normal.

El estudio ultraestructural de las vellosidades coria
les terminales de las placentas de madres desnutridas de
mostrd las siguientes alteraciones: excesiva dilata -
cidn del reticulo endoplasmico rugoso y vacuolas subnu-
cleares con material electrodenso en el sincitiotrofo -
blasto; engrosamiento de la membrana basal, con interdi
gitacidn excesiva del sincitiotrofoblasto; aumento del
colageno en el estroma vellositario entre la membrana
basal y la pared capilar; vacuolizacidén de pericitos;
moderada proliferacidn de células vellositarias y ede -
ma del estroma. *

Aunque las causas que pueden haber originado los cam-
bios estructurales, arriba mencionados, en las placen -
tas de madres desnutridas alin no estan establecidas se
podria pensar en dos factores determinantes: insufi -
ciente circulacidn utero placentaria y/o maduracidn ve-
llositaria inadecuada.

PROYECTO : M2135 - 8622 DIB UNIVERSIDAD DE CHILE

ANALISIS ISOENZIMATICO DE ALCOHOL Y ALDEHIDO DESHIDRO-

GENASAS Y ONTOGENESIS DE LAS ACTIVIDADES METABOLIZANTES
DEL ETANOL EN HIGADO DE HAMSTER. (Isoenzymatic analy-

sis of Alcohol and Aldehyde Dehydrogenases and ontogeny
of ethanol metabolizing activities in hamster’'s liver)

Lazo, 0. y Jorquera R. Departamento de Biologfa Mole-

cular, Fac. de Clencias BiolSgicas y de Recursos Natura
les, Universidad de Concepcién. (Patrocinio: G. Cea)

Las isoenzimas de Alcohol Deshidrogenasa (ADH) se
clasifican, segin sus formas moleculares, en tipos I,
II1 6§44 v 111 6 X y las de Aldehido Deshidrogenasa (ALDH)
seglin sus Km para acetaldehido, en I (uM) y II (mM),
siendo ADH I y ALDH I las principales isoenzimas involu
cradas en el metabolismo de etanol. -

En este trabajo analizamos las actividades ADH y
ALDH, sus patrones isoenzimfticos y la ontogénesis post
natal de ADH I y ALDH I eu hfgado de hamster.

Las actividades se midieron espectrofotométricamen-
te, separadas y detectadas en geles de poliacrilamida y
analizadas por densitometrfa.

En hamster adulto se detectan tres ADH I, una ADH
III y tres ALDH II (dos NAD y una NADP dependientes).
En neonato s6lo se detecta una iscenzima de ADH I y,
predominantemente, una de ALDH II. Las actividades ADH
I y ALDH I, al nacimiento, representan menos del 20% de
la actividad mixima respectiva alcanzada al mes de edad,
decreciendo luego ALDH I hasta un 35%.

Estos resultados demuestran que en hfgado de hams-
ter las actividades ADH y ALDH est&n representadas por,
al menos, cuatro y tres isoenzimas, respectivamente.
Las isoenzimas que metabolizan el etanocl, ADH I, ALDH I
presentan diferentes ontogénesis post-natal y el incre-
mento de la actividad ADH I se correlaciona con una mo-
dificaci6n de su patrén isoenzimitico.
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ESTUDIO GENETICO POBLACIONAL EN CHUQUICAMATA. {Genetic
population study in Chuquicamata). Lazo, B., Velasco,
C., Campusano, C. y Figueroa, H., Laboratorio de Genéti-
ca, Facultad de Medicina, Universidad de Valparaiso.

Introduccibn: Estudios poblacionales realizados en Chi-
le, senalan diversidad de frecuencias en caracteristicas
definidas como marcadores genéticos y variables antropo-
18gicas. Esto se ha explicado por la particular mixtura
étnico racial de cada poblacidn, debido a flujos migra -
torios distintivos en cantidad y origen de los migrantes.
Como parte de un estudio mis amplio, relacionado con la

estructura genética de la poblacidn de Chuquicamata, la

presente comunicacidn es un an&lisis preliminar que pro-
cura caracterizar dicha poblacibn desde un punto de vis-
ta genético antropoldgico.

Metodologia: Se encuestaron 300 estudiantes de Enseian-
za Media, en 1984, en+proporci6n sexual 1:1, con prome -
dio de edad de 14,44 - 0,32 anos. De ellos se obtuvo:
su lugar de nacimiento, el de sus padres y abuelos, gru-
pos sanguineos de sistemas ABO y Rh, presencia de tub&r-
culo de Carabelli y de diente en pala, gustacibn a la
feniltiocarbamida, etc.

Resultados: Se observa alta frecuencia de migrantes na-
cionales, principalmente de las regiones I, II, III y IV.
Pero el nfimero de abuelos extranjeros es de un 6%. En
los grupos sanguineos ABO el valor de r = 0,7602 y el de
p = 0,1893. En Rh hay un 92,94% positivos. Presencia
de tubérculo de Carabelli es de 13,47% y de diente en
pala 25,35%.

Conclusiones: Los datos indican que la poblacifn bésica
es inmigrante (padres y abuelos). Los valores de las
frecuencias génicas sefialan que se estd en presencia de
una poblacifn mixta menos caucdsica que otras poblacio -
nes chilenas, lo que se explicaria, en parte, por la ba-
ja inmigracidn extranjera.

FACTOR HIPOTALAMICO QUE INHIBE LA SECRECION DE LH ESTI-
MULADA POR GnRH: RELACION CON EL FRAGMENTO GnRH (1-5).
(Hypothalamic factor that inhibits GnRH-stimulated LH
secretion: Relationship with GnRH (1-5). Leal, J., De la
Lastra, M.~ Laboratorio de Endocrinologia, Depto. de
Ciencias Fisioldgicas, Facultad de Ciencias Bioldgicas,
Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

Se ha obtenido de eminencia media de vaca (EM) un ma-
terial peptfdico soluble en &dcido acético 0.5M y en me-
tanol, que inhibe la secrecién de LH, pero no de FSH,
estimulada por 200 ng GnRH en ratas machos inmaduros.
El efecto inhibitorioc fue observado con dosis equivalen-
tes a 0.33-1 EM, pero no con dosis mayores. El material
inhibitorio tiene reaccidn cruzada con un anticuerpo
monoclonal anti-GnRH y tiene un peso molecular estimado
aproximadamente en 750 daltons.

Estas caracteristicas sugieren que pudiese ser um
fragmento de la mol&cula de GaRH producido por accidn
de endopeptidasas hipotalamicas, cuyo principal produc-—
to de hidrélisis es GnRH (1-5), con un peso molecular
de 739 daltons.

Basindonos en estos hechos ensayamos la secuencia
GnRH (1-5) sobre la secrecién de LH estimulada por 200
ng de GnRH en ratas machos inmaduros. La liberacidn de
LH, pero no la de FSH, fue inhibida significativamente
con 50 y 100 ng de GnRH (1-5), pero no con dosis mayo-
res. No se observd efecto sobre los niveles plasmiti-
cos de LH en situacién basal, no estimulada.

Sobre la base de estos resultados proponemos que el
péptido inhibidor de la secrecidn de LH, aislado de EM
de vaca, es el fragmento GnRH (1-53) y que este péptido
podria desempenar un rol regulador fisiolégico en la
secrecidén de LH.

Investigacidn financiada por Proyectos DIUC 69/86,
CONICYT 1186/85 : Rockefeller 86020.
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CONSTRUCCION DE UNA GENOTECA DE Salmo gairdneri EN EL
BACTERIOFAGO LAMBDA CHARON 4A (Construction of a Salmo
gairdneri genomic library in bacteriophage Lambda
Charon 4A).
Leighton, V., Winkler, F.. Laboratorio
de Genética, Departamento de Ciencias Ecolégicas, Facul-
tad de Ciencias, Universidad de Chile; Departamento de
Ciencias Exactas y Naturales, Instituto Profesional de
Osorno.

La trucha arcoiris (Salmo gairdneri) se ha constitui-
do como una de las especies de gran relevancia econémica
para el hombre, lo que explica el creciente interés por
conocer diversos aspectos8 relacionados con su c¢recimien-
to y desarrollo. Como una etapa inicial de un estudio
molecular que hemos iniciado acerca de la fisiologia gé-
nica de este organismo, hemos construido una genoteca en
el vector Lambda Charon %A a la cual recurriremos para
desarrollar futuras investigaciones tanto b4sicas como
biotecnolégicas.

E1l DNA cromosomal, obtenide de eritrocitos de trucha
provenienie de la piscicultura de Rupanco,fue digerido
parcialmente con la enzima de restriccidén Eco RI y frac-
cionado en gradientes de sacarosa. Los fragmentos de al
rededor de 20 Kpb se ligaron a los "brazos"” del bacterié-
fago Lambda Charon 4A mediante la enzima T4 DNA ligasa.

Los productos del ligamiento se sometieron a empaca-
miento in vitro utilizando extractos preparados a partir
de las cepas E. coli BHB 2688 y E. coli BHB 2690. Los
fagos recombinantes se identificaron mediante la apari-
cién de placas de lisis incoloras al ser propagados en
la cepa E. coli 1090 cultivada en medios s6lidos gque con
tenian isopropil -B-D tiogalactopiran6ésido (IPTG) y
S-bromo -4-cloro -3-indolil -B-~-D-galactopiranésido
X - gal).

Financiado: Proyecto "Ingenieria Genética en Peces".
Centro de Biotecnologia Marina, Instituto Profesional
de Osorno., Laboratorio de Genética, Departamento de
Ciencias Ecolégicas, Facultad de Ciencias, Universidad
de Chile.

OVOGENESIS Y FOLICULOGENESIS EN EL OCTODON degus
us}.

(Ovoge-
nesis and Foliculogenesis in the Octodon deg Leiva,

COMUNICACIONES LIBRES

EFECTO DEL COLESTEROL DE LA DIETA SOBRE
LA ACTIVIDAD DE ENZIMAS DESATURANTES DE
ACIDOS GRASOS Y LA COMPOSICION LIPIDICA
DE RETICULO ENDOPLASMICO DE HIGADO DE
RATA. (Effect of dietary cholesterol on fatty acid
desaturase activities and lipid composition of rat liver
endoplasmic reticulum). Leikin, A.L y Brenner, R.R.
Instituto de Investigaclones Bioquimicas de La Plata
(INIBIOLP), CONICET-UNLP, Fac.de Cs.Mé&dicas, Universi-
dad Nac.de La Plata, La Plata, Argentina.

El  colesterol posee una reconocida capacidad
rigidizante. Es de gran inter€s conocer cbmo afecta
la actividad de enzimas de membrana y su entorno
lipidico. Con este fin se midi5 su efecto sobre la
actividad enzimética desaturante del retfculo endopllsmico
hep&tico por radiocromatograffa gas-liquido. La composici6n
lipldica y de #Acidos grasos se estudid por cromatografla
en capa fina y cromatograffa gas-liquido. Las propiedades
fisico dinfimicas se estudiaron por medicién de anisotropfa

de fluorescencia. Las ratas fueron alimentadas con
dietas suplementadas con 5% colesterol- 2% Acido
cblico y 1% colesterol-0,5% fcido cblico durante 6
y 21 dfas, respectivamente. El reticulo endoplésmico

se enriqueci6 en colesterol. El contenido de fosfatidil
colina y fosfatidil etanolamina aumenté y disminuyd
el de esfingomielina, Luego de 6 dfas de dieta AS
y A6 desaturasas no modificaron su actividad. Luego
de 21 dfas, A5 y Af desaturasas disminuyeron su actividad,
la primera en forma mé&s significativa que la segunda.
A9 Desaturasa aument6 su actividad en forma muy
significativa. Estos cambios se tradujeron en la composicién
de &cidos grasos totales con disminucién de 16:0
y 18:0 y 20:4 y aumento de 16:1 y 18:1. La anisotropfa
de fluorescencia de 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno aumentd
asf como también la del #&cido trans-parinfirico. Los
resultados revelan wuna rigidizaci6bn de la membrana
cuyo efecto sobre las actividades enzim&ticas depende
de la desaturasa en estudio.

MARCAJE DE AFINIDAD DE METIONIL-tRNA SINTETASA
DE E, coli. (Affinity labeling of E._coli me-

J; y Morales B. Depto de Fisiologia U. Metropolitana; Dep-
To. de Morfologfa Exp. Fac.Medicina, U. de Chile.

La ovogénesis es un proceso continuo que comienza con
las células Germinales Primordiales (CGP) en la vida em-
brionaria y culmina con el Svulo durante la fecundacién.
El ingreso de 1a ovogonia en laprimera divisién meidtica,
la fase de meiosis en que queda detenido el ovocito | vy
la organizacién de los foliculos primordiales es variable
de especie en especie.

Nuestro objetivo fue estudiar la ovogénesis y folicu-
logenésis en el Octodon degus pre y postnatal. Se utili
zaron las g6nadas de embriones de 0,7-1,2-1,5 cm y fetos
1,8-2,0-2,9-3,4 y 4,0 cm de LAC. Hembras de 25-35-40 vy
90 dfas de edad y 10 hembras adultas en perfodo activo y
10 en reposo sexual. Fueron procesadas para técnica his
tolégica corriente. Se realizd un andlisis evolutivo,me
diciones de las células de la linea germinal y de losdis
tintos tipos de folfculos (F) normales y atrésicosy cuer
pos luteos (CL) y ademds un recuento de ellos enambos pe
riodos de actividad sexual.

En embriones de 0,7 cm las CGP se encuentran en migra
cién; a los 1,2 cm se reconoce la génada indiferenciada.
A los 1,5 el ovario por el inicio de la meiosis. Los pri
meros F. primordiales (con el ovocito en Paquiteno), se
observan en fetos de 2,9 cm. Los ovocitos crecen lenta-
mente hasta alcanzar su mdximo tamafo en F. primarios de
12 capas de células foliculares. En el perfodo de repo-
so hay un aumento relativo de los F. atrésicos y una dis
minucién notable de los C.L.

La ovogénesis y Foliculogénesis se inicianenel perio
do prenatal. A diferencia de otros roedores el ovocito
detiene la meiosis en la etapa de Paquiteno al organizar
se el F. primordial. El crecimiento del ovocito y de los
F. sigue un patrdn muy similar a otros roedores. La dis-
minucién de la actividad ovdrica en el periodo de reposo
puede ser explicado por un descenso de las gonadotrofi-
nas hipofisiarias.

tionIl-tRNA sintetasa). Ledn, 0. y Schulman, L

Depto. Biologia Molecular, Fac, Cs., Biol, y de
Rec, Nat, Universidad de Concepcién y Depart-
ment of Developmental Biology and Cancer. Al-

bert Einstein College of Medicine.

La interaccién especffica del tRNA con ami-
noacil-tRNA sintetasas es un modelo atractivo
para el estudio de las bases moleculares de re
conocimiento protefna-&cidos nucléicos. Las es
tructuras primaria y terciaria de t-RNA Y
de un fragmento de metionil-tRNA sintetasa
(MetRS) de E, coli han sido resueltas.

Experimentos de entrecruzamiento utilizando
el compuesto bifuncional dithiobis (succinimi-
dil-propionato) (DTSP) unido a cuatro regiones
de la estructura de tRNA , han sido lleva-
dos & cabo en este laboratorio y cuatro pépti-
dos reaccionantes fueron identificados.

En este trabajo los péptidos identificados
han sido asignados a sus respectivos sitios de
reaccidn en el tRNA, Los resultados indican
que Lys 640 reacciona con el extremo 5 del
tRN, Lys 402 y Lys 439 estan unidos al D-loop
y el més importante Lys 465, reacciona con la
regidén que contiene el anticodon.

La estructura del fragmento de MetRS esta
siendo refinada a 1.8 A de resolucién. La com-
binacién de resultados directos como son los
obtenidos por entrecruzamiento y la estructura
de la enzima permitira construir el primer mo-
delo detallado de un complejo protefina-RNA.


http://Nac.de
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INTERACCION RHIZOBIM MELILOTI-ALFALFA

Viviana C. Lepek, Luis R. Maréchal

Instituto de Investigaciones Bioquimica '"Fundacidn
Campomar”, Antonio Machado 151, (1405) Buenos Aires

Resultados previos de este laboratorlo demostraron
que la aglutinina de alfalfa a la que se adjudled un
papel importante en el reconocimiento de R. meliloti,
era inespecifico en cuanto a su interaccidn con esta
bacteria. Ello llevd a que experimentaramos otro
ensayo para Iintentar dilucidar el problema rela-
cionado con el reconocimiento de R. meliloti-alfalfa.
Intentamos asi desarrollar la técnlca de obtencidn de
anticuerpos monoclonales contra la superficie de R.
meliloti para poder identificar y estudlar las es-
tructuras responsables de tal interaccidn.

La fusidn se realizd (segin Milstein) entre célul-
as de mieloma de ratdén NSO y linfocitos de bazo de
ratones Balb/c inyectados 3 dias antes intraespleni-
camente (M. Spitz y E. Eugul) con una suspersion de
bacterias enteras cos$chadas en fase logaritimica a
una dilucidén de 2 x 10! bact/ml.

La presencla de anticuerpos en los . sobrenadantes
de los hibridomas se detectd con la aplicacidn del
ensayo de inmnoabsorcidén ELISA con anticuerpo unido
a peroxidasa. La seleccién de los anticuerpos de
realizd en base a su capacidad de unidn a las bac-
terias enteras f1ijadas medlante poli-L-lisina y glu-
taraldehido a la superficie de las placas de "multi-
well" de poliestireno. Se obtuvieron asi un 10% de
hibridomas positivos. Actualmente nos encontramos
en la etapa de clonado y caracterizacién de estos
anticuerpos.

ESTUDIO DE LA FUNCION Y LOCALIZACION HISTOLOGICA DE
ACROSINA POR ANTICUERPOS MONDCLONALES. (Functional and
histelogical studies on acrosin by monoclonal anti-
bodies) #Leyton, L..%#*Elce J.

#Laboratorio de Inmunologia. Departamento de Biologia
Celular, Facultad de Ciencias Biolégicas Pontificia
Universidad Cat6lica de Chile y #¥Department of
Biochemistry, RQueen’s University, Ontario-Canada.

Anticuerpos monoclonales dirigidos contra acrosina
bovina fueron utilizados para estudiar la participa-
cioén de acrosina humana en el proceso de fecunda-
cion y su localizacién histolégica. Los anticuerpos
fueron obtenidos inmunizando ratones hibridos CB&F1/J
con acrosina bovina purificada y fusionando los
linfocitos esplénicos con células de la linea mieloide
Sp2/0. Se seleccioné el hibridoma Acr-C2ES, secretor
de IgB: porque presenta reaccién cruzada, por inmsuno-
fluorescencia indirecta, con la regi6n acrosomal de
espermatozoides humanos, murinos y bovinos.

El andlisis inmunohistoquimico en cortes de epi-
didimo y testiculo de ratén indica que el antigeno se
expresa desde estados muy tempranos de la esperma-
togenesis. Para estudiar la participacidén de la enzima
en la fecundaci6n, se investigé el efecto inhibitorio
de Acr-C2ES en biocensayos. La penetracion de ovocitos
de hamster sin zona pelicida por espermatcozoides huma-
nos no fue interferida por el anticuerpo monoclonal.

La administracién pasiva de Acr-C2ES por via
intraperitoneal en hembras de ratéon de 1la cepa CFi,
previo al cruzamiento con machos fértiles, no impidid
la fecundacibn y desarroilo de los eabriones. Sin
embargo, este anticuerpo monoclonal es capa:z de
inhibir especificamente la disolucién de !a zona
pelucida de hamster por acrosina humana purificada.
Este efecto ha demostrado ser dependiente de la dosis
de anticuerpo empleada en el ensayo.

La falta de inhibicién de Acr-C2E5 en el ensayo de
fertilizacién in vivo podria explicarse ya sea porgue
la enzima no es escencial para la fecundacib6bn o porque
el epitope reconocido, no estd expuesto en el
espermatozoide fertilizante.

Financiado por grant IDRC: 3-P-83-1006-01.
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HIDROLISIS ENZIMATICA DE ESTERES FOSFORICOS EN TRYPANOSO
MA CRUZI. (Enzdimatic hydnolysis of phosphonic esternes in
Thypanodoma cruzd) Letelien, M.E., Morello, A.
Deparctamento de Bioguimica. Faculzad de Medicina. lUnivern
sdidad de Chile., Casilla 70086 Santiago-7 Chile.

Las fosfatasas (E.C.3.1.3) pueden remover fosfato de Am-
portantes compuestos celulares y xenobibticos. Varios de
Los compuestos-fosgato endbgencs estdn involucrados en
procesos de thansferencia de energla bioquimica (ATP) y
procesos regulatornios (protefnas fosforniladas). Se ha su
gernido también para La fosfatasa deida un nol en La nu-
lcidn del T, cruzd.

Los epimastigotes de T. cruzdi contienen una actividad
fosfatdsica Lisosomal {pH 4.0) y dos citos6licas (pH 5.5
y 8.0). Se han descnito ademds tres ATPasas unidas a mem
brana: dos Mgl*-ATPasa, una ofigomicina-sensible y La o=
tha ouabaina u ofigomicina insensible; y una Cal+-ATPasa.
Mayon conocimiento sobre La hidn6lisis de Estenes fosfato
en este pudsito podrfa sen dtil para el desawroflo de nue
vas drogas tripanosomicidas. En este trabajo se presen-—
tan La hidr6lisis de varios compuesitos-gosfato §isiol6gi
cos y protelnas fosforniladas, catalizada por Las §osfata
sas doidas y alealinas presentes en fraceiones subcelufa
nes de T. cruzd. Las fracciones subcelulares se obtuvie-
ron por centrifugacitn diferencial de homogemizmdos de
T. cwzd. La actividad fosfatdsica se determiné midien-
do el fosgato inorgdnico producido en La reaccibn. La
fosgatasa Lisosomal preferencialmente hidroliza Esteres
fosgato de bajo peso molecular; Las fosfatasas citos6li-
cas alealinas actdan primaniamente sobre proteinas §os60
nikadas. EL pardsito también contiene una glucosa- 6 048~
fatasa microsomal y ATPasas activadas por Mgl* y CaZde-
nivadas de membrana plasmética y mitocondnial.

Se discute en el Zexto el posible nof que estas diferen-
Zes actividades fosgatdsicas podrlan tener en procesos
negulatornios u otnos procesos §4siof6gicos.

Financiado pon CONICYT-CHILE, UNDP/WB/WHO/TOR, Departa-
mento de Desarnollo de La Invuugaudn. Universidad de
Chite. Gnant B-1854.

LUMINISCENCIA VISIBLE ASOCIADA A LIPOPEROXIDA-
CION (Visible chemiluminescence from Lipoper-
oxidation). Lissi, E.A. y Videla, L.A. Depar-
tamento de Quimica, Universidad de Santiago de
Chile y Unidad de Bioquimica, Fac. de Medicina
Occidente, Universidad de Chile (Patrocinio:E.
Cardemil).

Los procesos de lipoperoxidacidn son
acompafiados de luminiscencia. El origen de es-
te proceso no ha sido afin clarificado, pere se
acepta generalmente que una de sus principales
fuentes son reacciones entre radicales peroxi-
dados que producirfan carbonilos excitados. A
fin de contribuir a la dilucidacidn de este
problema, nosotros hemos realizado un estudio
sistemdtico del efecto de antioxidantes sobre
la luminiscencia. El sistema seleccionado fue
la autooxidacién de homogenizado de cerebro.
Los resultados obtenidos muestran que la lumi-
niscencia emitida correlaciona con otros indi-
cadores de lipoperoxidacidn. Sin embargo cuan-
do los antioxidantes son agregados a muestras
pre-incubadas a concentraciones tales que el
proceso de lipoperoxidacidn se detiene, se ob-
serva solc una disminucidn parcial de la lumi-
niscencia, A partir de los perfiles de decai-
miento puede concluirse que aproximadamente el
50% de la luz proviene de un intermediario que
decae con una cinética de primer orden y que
posee una vida media de aproximadamente 40 seg
a 32°C y que procesos bimoleculares en radica-
les, tales como la recombinacidn de radicales
peroxidados, no contribuyen significativamente
a la luminiscencia observada.


http://MeJd-icA.no
http://inon.g6.nico
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PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE FERRO- Y COBALTOQUELA-
TASA. (Purification and characterization of ferro- .ahd
cobaltochelatase) .Llambias,E.B.C. y Cénepa,E.T.
Departamento de Quimica Bioldgica,Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales,Universidad de Buenos Alres,Argentina

Ferro~ y gobaltoquelatasa catalizan la incorporacidn de
Fed+ y Co2+ en mesoporfirina,respectivamente.En Reunio-
nes anteriores,presentamos estudios de purificacién de
ambas actividades enzimiticas a partir de higado de cer
do.En el presente trabajo,se determinan las propledades
de las fracciones purificadas aproximadamente 400 veces,
para determinar si una sbla enzima estd involucrada en
ambas catdlisis.Se incuban los sustratos y la proteina
purificada en atmésfera de Ny por 90 min a 379C y se de
termina la metalporfirina formada por el complejo piri=
dinico.El peso molecular de ambas actividades es 240000.
El pH y temperatura dptimos,y las energlas de activacién
son similares para ferro- y cobaltoquelatasa.los valores
de Km son,para la insercién del Fel+, 23 »3pM para el me-
tal y 30, 3 para mesoporfirina,para la actividad de
cobalthuelatasa son 27 y 45,5 uM,respectivamente,Ca~-
da metal protege contra la inactivacién por calor.Pb<*,
Zn2+ oyt y inhiben ambas actividades enziméticas,
mientras que 51 Me*activa; Mg2+ no tiene efecto en las
concentraciones probadas.Los grupos sulfhidrilo estén
involucrados en la insercién del metal.los lipidos ac-
tivan en correlacién creciente con su grado de insatura
cién,mientras que distintos fosfolipidos tienen efectos
similares Se concluye gue una sola proteina cataliza la
insercién de Fe2* en mesoporfirina.

ASOCIACION ENTRE MARCADORES GENETICOS Y CARDIO-

PATIA CHAGASICA. (Correlation between gene
markers and chagasic cardiopathy). E. Liop; M.

Acufia; F. Rothhammer y W. Apt. Departamento de
Blologfa Celular y Genética, Facultad de Medici
na, Div. Norte y Depto. de Parasitologia, Facul
tad]de Medicina, Div. Sur de la Universidad de
Chile.

Con el objeto de evaluar la relacifn existen
te entre varios sistemas de marcadores genet1
cos y la susceptibilidad a desarrollar cardio-
patia chagdsica, se estudié wuna muestra de 104
individuos serolggicamente positivos para enfer
medad de Chagas, residentes en las ciudades de
Combarbald e Illapel, localizadas en el drea
chilena mds endémica. Esta muestra se tipificé
para una bateria de marcadores genéticos que in
cluyeron los sistemas ABO, Rh, Duffy y HLA.

Los resultados revelaron diferencias signifi
cativas para tos alelos cDE, A3, B18, B40 y Cw?2
También se encontraron diferencias significati
vas para los haplotipos B40Cw3, A28Cw4 y A3BS.
Nuestros resultados son de naturaleza prelimi-

nar, sin embargo, dada la antiguedad de la en
fermedad en el MNorte de Chile, estos pueden in
dicar la existencia de una adaptacidén genética

de las poblaciones aborfgenes
cruzi.

chilenas a T.

(Financiado por Proyecto B-1891-8635, D.I.B.
y Grant 82599/UNDP/World Bank/ Who special Pro
grame for Research and Training in Tropical Di-
seases).

COMUNICACIONES LIBRES

RELACION ENTRE ENZIMAS ANTIOXIDANTES Y QUIMIOLUMINISCEN
CIA EN RATAS HIPERTIROIDEAS ( Relation between antioxi-
dant enzymes and chemiluminescence in hyperthyroid rats)
Llesuy, S., Solari, L., Gonzdlez Flecha, B. y Boveris, A.
Instituto de Quimica y Fisicoquimica Bioldgicas, Facul-
tad de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos Aires.

El hipertiroidismo produce un aumento del metabolis-
mo basal, con un aumento del consumo de oxigeno por par-
te del organismo. Este efecto estd relacionado con la ca
lorigénesis caracteristica de animales hipertiroideos,
la cual se asocia a un aumento de la respiracidn celular
en corazdn, higado, rifién y otros tejidos. Se estudis:
a) la quimioluminiscencia in vive; b) la quimioluminis-
cencia iniciada por hidroperédxido de ter-butilo y c) los
niveles de enzimas antioxidantes en higado de ratas Long
Evans ( 140-200 g. de peso ) a la que se les administra
intraperitonealmente Na-L-triiodo tironina durante 1, 3,
5y 7 dias consecutivos. Los valores obtenidos muestran
un aumento de la quimioluminiscencia in vivo e in vitro,
hasta el 3°dia de tratamiento, mostrando una saturacidn
para los demis dias. El incremento fue de un 150% en la
quimioluminiscencia in vivo para el dfa 3 de tratamiento
y de un 60% para la quimioluminiscencia de homogeneizado
iniciada por hidroperfxido de ter-butilo 3 mM., respecto
de los valores controles. Se observd una disminucifn de
los niveles de superdxido dismutasa, catalasa y gluta-
tién peroxidasa para el mismo periodo. Aparentemente es—
tos resultados indicarian que la triodo tironina produ-
cirfa un incremento en la velocidad de produccion de a-
nidn superdxido, con el consecuente aumento de la concen
tracidn en estado estacionario de dicha especie en el ci
tosol de la célula hepitica de los animales hipertiroi-
deos. Esto llevaria a un aumento de la lipoperoxidacidn,
y el consumo celular extra de oxigeno, debido a dicho de
sequilibrio, contribuiria a la elevacidn del consumo glo
bal de oxigeno y del metabolismo basal, caracteristico
del hipertiroidismo.

FITOPLANCTON DEL RIO RECONQUISTA (PCIA BS.AS.,
ARGENTINA): RESULTADOS PRELIMINARES. (Phytoplank
ton of the Reconquista River (Bs.As.,Argentinal):
preliminary resulits.) Loez,C.R., Tell,H.G. y
Salibian,A. Univ.Nac.Lujan, Univ. Buenos Aires,
CIC y CONICET.

El Rio Reconquista nace en una zona rural al O
de la Pcia de Bs.As. y fluye al E atravesando
centros urbanos muy industrializados, resultan
do muy contaminado en sus tramos finales, y de
semboca en el estuario del Rio de la Plata. Su
recorrido se extiende unos 85 km; su caudal va

ria de 69000 a 1700000 m3/dia el que se incre
menta significativamente después de grandes
lluvias.

Se muestrearon mensuglmente, durante un afio,
cuatro puntos seleccionados segun el gradiente
de contaminacién. Se evaluaron algunas de sus
caracteristicas ab10t1cas, relaciondndolas con
la estructura y dindmica del fitoplancton su_
perficial y con las fluctuaciones de los plg
mentos fotosintetizadores. Se contaron diato_
meas pennadas, diatomeas centrxcas, clorofitas
cianofitas y euglenofitas. Las primeras reve_
laron ser el grupo dominante (30-70%) en to
dos los casos y fueron seguidas por las cloro
fitas (21-33%); su densidad oscilé entre

104 y 10° ind/litro. La clorofila "a" varid

entre 0,22 y 38,73 ug/l. Las condiciones fisi
co-quimicas del rio estudiado podrian conside
rarse extraordinarias por los valores atlplCOS
gue alcanzan algunos parametros(p e). pH,
10,13;S61idos totales, 1200 mg/1;0xigeno disuel
to,0,15 mg/1; Conduct1v1dad 2000 S/cm); no obs
tante se encontraron con regularidad y abun
dancia poblaciones de Micractinium pusxllum,
Actinastrum hantzchii, Closterium moniliferum,
Eudorina elegans, scenedesmus gquadricauda y
Meloslra granulata.
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7v,5-DIOXOVALERICO TRANSAMINASA EN Eugfena gracifis: CI-
NETICA Y MECANISMO DE ACCION. (Euglena gracilis 7,5-
dioxovalerie acid-transaminase: Kinetics and mechanism
of action) Lombardo, M. E, Araujo, L. S., Rossetti, M.
V. y Batlle, A. M, del C.

Centro de Investigaciones sobre Porfirinas y Porfirias
CIPYP~ (FCEN,UBA y CONICET),

Todas las porfirinas se caracterizan por comenzar su
sintesis a partir del &cido 8-amimoleviilico (ALA). En
la actualidad se acepta que este precursor especifico
puede ser sintetizado por dos vias enzimiticas distin-
tas. En una de ellas interviene como sustrato Succinil-
CoA y Glicina (via del ALA-Sintetasa); mientras que en
la otra, precursores de cinco dtomos de carbono llegan
a dcido Y,8-dioxovaldrico (DOVA) el cual es convertido
en ALA por una transaminasa (via de la DOVA-Transamina-
sa).

" Para la DOVA-T de Euglena gracifis caracterizamos
la forma enzimitica presente y establecimos el aminodci
do especifico que participa en la reaccidn (L-glutamato)
Con DOVA y L-glutamato como sustratos realizamos estu~
dios de velocidades iniciales; definimos la afinidad de
la proteina por los distintos sustratos (K_DOVA=0.99mM,
K_Glutamato=12.60mM) y para concentraciones de DOVA ma-
yores de 6mM encontramos que se produce una marcada i -
nhibicidn (K, DOVA=14.74mM). También analizamos la posi
ble inhibicidn por producteos y sustratos andlogos, tra-
tando de justificar la forma de interactuar de cada uno
de ellos.

Como conclusidn, en base a los resultados obtenidos
comfirmamos el mecanismo de accidn (tipo ping-pong) ca-
racteristico de las transaminasas y en el mismo identi-
ficamos los puntos en los cuales interactiian los distin
tos componentes de la reaccidm.

ESTABILIDAD DE MICROTUBULOS ASOCIADOS A ESTRUCTURAS MEM-
BRANOSAS (Stability of microtubule associate to mem-
braneous structures)Lopez,L.A.;Berén,W.;Bertini,F.
IHEM-CONICET,U.N.Cuyo,Mendoza,Argentina

Anteriormente separamos microtdbulos (MT)de un homogenei-
zado de cerebro de rata por centrifugacién diferencial
en cuatro sedimentos(l).Los sedimentos de menor veloci-
dad estén enriquecidos en microtdbulos libres(MTL) y los
de mayor velocidad en microtibulos asociados a estructu-
ras membranosas(MTA).También vimos que en las fracciones
ricas en MTA la tubulina es mAs resistente a la depoli-
merizacién en medios pobres en glicerol que la de las
fracciones ricas en MTL.

Con el propésito de comprobar si esto se debe a gue los
MTA son mAs estables gue los MTL,desarrollamos estos ex-—
perimrntos:a)depolimerizar en forma parcial los MT del
sedimento P3 por resuspencién en medios deficientes en
glicerol(G),25%,10% y O%.b)determinar el % de tubulina
depolimerizada.c)medir por morfometrfa la longitud media
y el % de MTU y MTL.

la tubulina se depolimerizé en los medios en la forma
siguiente:G25 (8,3%),Gl0 (40,5%) y GO (51,7%),mientras
que la longitud media de los microtibulos decrecié en
los siguientes porcentajes:G25:MTA 3% y MTL 7,5%;en GlO:
MTA 10,3% y MTL 23%;en GO: MTA 20% y MTL 30,7%

Los resultados apoyan la interpretacién de en medios
deficientes en glicerol los MTA son més estables que los
MTL.Por lo tantc ,la labilidad estd directamente relacio-
nada al porcentaje de MTA en los sedimentos.

(1) Separation of microtubule population in rat brain
homogenates by differential centrifugation.
Lopez,L.A.;Bertini,F.— BRAIN RES. (1986) in press.
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AUMENTO EN LA RESPUESTA DEL ENSAYO DE MICRO-
NUCLEOS MEDIANTE FENOBARBITAL O CAFEINA.
(Enhancement of micronucleus test response
using phenobarbital or caffeine).Lopez,J.C.,
Inostroza,M.E.,Orellana,M.,Lafuente-Indo,N.,
“Tab.Gendtica Toxicolbgica,Fac.de
Qdontologia,Universidad de Chile.

El ensayo de microndcleos es uno de los
m4s usados para detectar sustancias quimicas
potencialmente mutagénicas y/o carcinogénicas
Aunque este ensayo es bastante sensible, algu
nas sustancias tienen una baja accibn mutag%g
nica, que hace dificil su deteccibn.

En el presente trabajo, se estudia el po-
sible efecto de fenobarbital y cafeina en el
aumento de la respuesta clastogénica inducida
por ciclofosfamida(CFA), un conocido agente
mutagénico gue necesita ser activado enzimati
camente en el hfgado para e jercer su accibn.

Se someten ratones Mus musculus a una in-
yeccibn i.p.de 100 mg/Kg de CFA, otros dos
grupos reciben un pre-tratamiento con fenobar
bital o cafeina. Los grupos controles reciben
un Unico tratamiento con suero fisiolbégico,fe
nobarbital o cafeina,

Los resultados indican un aumento en la
respuesta positiva, tanto con fenobarbital
como con cafeina, lo que indicaria dos mane-
ras de aumentar la genotoxicidad: una aumen-
tando la metabolizacibén del compuesto median-—
te fenobarbital y ctra inhibiendo la repara-
cién del daMo mediante cafeina.

Se discuten el método y los posibles meca-
nismos involucrados.

SITIOS LIGANTES TIPO II OCUPADOS Y DESOCUPADOS DE
ESTROGENO EN CANCER DE MAMA HUMANO.
unoccupied

(Occupied and
type II estrogen binding sites in human
breast cancer). Lopes, M.T.P.*, Liberato, M.H.**,
Widman, A.*** y Brentani, M.M.**

* Fundagdo Centro de Pesquisa de Orcologia

** Laboratério de Oncologia Experimental da FMUSP
*** Departamento de Cirurgia do H.C. da FMUSP

Using a saturation analysis over a wide

range of (3H) estradiol at two temperatures 49C
and 229C we have determined unoccupied (49C) and
total (229C) type II estrogen binding site (EBS)

levels in individual cytosols of 100 patients with
Ex-
229C

breast cancer (50 post and 50 premenopausal).
change was found to be complete after 18h at
and receptor degradation was negligible during

this treatment. Steroid specificity and affinity

determined by Scatchard and Rosenthal plot ana-
lysis were not altered at 229C. Carcinomas present
ed a higher total type II EBS level as compared to

unfilled type II binding sites or the classical ER,

independently of menopausa status, phase of the
menstrual cycle or positivity of ER. On the other
hand, unoccupied type II EBS level was strongly

correlated to the concentration of type I ER, being
higher on the post-menopausal group and older pa
tients.
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VARIACION ESTACIONAL DE LA ZONACION DE ESPECIES SESILES
EN EL INTERMAREAL ROCOSO DE VILLA COCHOLGUE,BAHIA DE CON
CEPCION, CHILE. (Seasonal zonation changes of sessile -
species in the rocky intertidal of Villa Cocholgiie. Con-
cepcion Bay. Chile). L&pez,M.T.;G.Lara v A.Quezada.Depto.
de Oceonologia y Zoologfa. Universidad de Concepcién y
Depto.Biologfa.Pontificia Universidad Catdlica - Temuco.

rstudios comunitarios en ¢l intermareal rocoso han
confirmado la existencia de una estructura comunitaria
tipo, gue yueda en evidencia por el esquema de zonacién
en franjas de organismos. Investigaciones realizadas en
la zona litoral de la Bahia de Concepcidn han caracteri-
zado este esquema fundamentalmente desde el punto de
vista faunistico (Alvarez,1964) not&ndose una falta de
estudios integradores de los componentes faunistico y
floristico.

En el presente trabajo, se describen los cambios es-
tacionales en la abundancia de las especies intermarea-
les sésiles (algas e invertebrados) de Villa Cocholgiie.
Para ello durante 1978 y 1979, se realizaron muestreos
mensuales en las franjas e interfranjas de la zona lito
ral rocosa en un &rea de 6 x § m, extrayendo mensualmen
te al azar muestras de 100 cm” mediante denudacidén de
irea,

El anilisis de la abundancia mediante indices de si-
militud, de la rigueza y de la diversidad especifica
permiten concluir gue existe un esquema de zonacidn ca-
racteristico conformado por 22 especies sé@siles asfi co~
mo una variacién estacional, a pesar de observarse una
estructura aparentemente sin cambios.

Financiado por Proyecto 2.08.69; Universidad de Concep-
cidn.

COMPRESION DE NERVIQ PERIFERICO: ASPECTOS MOR-
FOLOGICOS. (Compression of peripheral nerve:
morphologic aspects). Lutz, A. y Fritsch, R.
Lab. Neurocitologia, Fac. Ciencias Biolbégicas,
Univ. Catdlica de Chile, Santiago, Chile.
(Patrocinio: V. Valdivieso. )

La densidad microtubular es una funcién
inversa bastante rigida del calibre =aronal. Co
mo una compresidén del nervio disminuye el cali
bre axonal, se estudiarid, si la correlacidn
entre microthbulos y calidbre se afecta.

Se usd nervio sural de gatos adultos. Se
colocd alrededor de &1 un tubo de silastix con
una ligadura. A los 45 dias se extrajeron y
se usd los nervios contralaterales como con-
trol. Se procesd para microscopia electrénica.
Se midieron las Areas y se contaron los micro-
thbulos de axones amielinicos en zonas distal
y pProximal del nervio. En el control las
areas de los axones en ambas zonas no difirie-
ron sigrificativamente. En la zona distal a la
compresibn, todos les axones amielinicos dege-
neraron. BEn las zonas proximales a la compre-
sibén disminuyd el area de los axones. El espec
tro de Areas es semejante al del lado control,
pero con un desplazamiento hacia la izquierda.
El nimero de microtfibulos también disminuyd por
encima de la compresibn, sin embargo la corre-
lacidén entre densidad microtubular y calibre
se mantuvo normal.

Concluimos que nimero de microtiibulos,
densidad y area son variables estrechamente
dependientes.

COMUNICACIONES LIBRES

CONTRIBUCION AL CONOCIMIENTO DE LA FLORA TERCIARIA EN
LA ZONA CARBONIFERA DE ARAUCO-CONCEPCION CHILE.
(Contribution to the knowledge of the Tertiary Flora
in the Carboniferous zone of Arauco-Concepcidu, Chile).
Lopez, P., Rondanelli, M. Departamento de Geociencias,
Facultad de Ciencias, Universidad de Concepcidn. (pa-
trocinio: Q. Matthei).

El presente estudio, basado en el andlisis palinoldgi-
co y de improntas permite hacer consideraciones sobre
la paleoflora del Terciario Carboniferc de Arauco-Con-
cepcidn.

Para el andlisis de las muestras se utilizaron métodos
analiticos-experimentales, estadisticos, de correlacién
estratigridfica y estudios comparativos con las especies
vegetales actuales; determinando con ello, la afinidad
fitosistemdtica actual de palinomorfos e improntas.

En este estudio, se han encontrado desde esporas de hon
gos hasta granos de polen de Gymnospermas y Angiosper-
mas. Las improntas determinadas corresponden a las
Magnoliatae. La tafoflora observada indica para el
Eoceno de Arauco-Concepcidn un ambiente subtropical a
templado y muy hilmedo y para el Mioceno un ambiente tem
plado a frio, persistiendo las condiciones de alta hu-
medad.

Este estudio paleobot8@nico forma parte de una serie de
investigaciones que se llevan a cabo actualmente en el
Departamento de Geociencias de la Universidad de Con-
cepcifn y cuyo objetivo fundamental es contribuir al
conocimiento paleobotdnico de Chile y Sudamérica.

RESIDUOS DE ARGININA CATALITICAMENTE IMPORTAN-
TES EN LA CARBOXIQUINASA FOSFOENOLPIRUVICA DE
LEVADURAS. (Essential arginyl residues in yeast
phosphoenolpyruvate carboxykinase). Malebrén,
L.P. y Cardemil, E. Departamento de Quimica,
Universidad de Santiago de Chile. (P:S.Bazfes).

La carboxiquinasa fosfoenolpiridvica (PEPCK),
cataliza la reaccién regersible

oxalacetato + ATP MDZY PEP + ADP + HCO,

Estudios realizados sobre la particigacién
de residuos de arginina en diversas enzimas,
han establecido que ellos tienen un papel esen-
cial en enzimas cuyos sustratos somn anifnicos.
Dada la naturaleza de los sustratos y productos,
se considerd interesante el estudiar la presen-
cia de dichos residuos en el sitio activo de la
enzima. Para ello se usaron dog reactivos, fe-
nilglioxal y 2,3-butanodiona. Los resultados
preliminares nos permitieron sugerir la presen
cia de residuos de arginina en el sitio active
de la enzima.

En el presente trabajo, se presentan resul
tados de la cuantificacién qufmica de ellos,
donde se da evidencia de la presencia de un re-
siduo esencial de arginina por subunidad activa
de enzima.

El hecho que el efecto protector de los
sustratos y Mn2t sea funcidén de su concentra-
cién, permitid determinar las constantes de di-
sociacién de algunos complejos enzima-ligando,
encontrindose valores de 168*44uM para E-ADP,
244+*54uM para E~PEP y 23*3uM para E-Mn2t. se en
contrd que Mn + y ADP protegen totalmente a la
enzima de la inactivacién en tanto que PEP sélo
lo hace en forma parcial.

Financiado por DICYT, USACH.
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PURIFICACION DE UNA PROTEINA ACTIVADORA DE TU~
BERCULO DE S. tuberosum. (Purification of acti-
vating protein from S. tuberosum tuber). Manci-
1la, M., Valenzuela, M.A., Rettlun, A.M., Fan-
ta, N., Traverso-cori, A. Depto de Bioqufmica y

ologfa Molecular, Fac. de Cs. Qufmicas y Far-
mac8uticas, Universidad de Chile.

La apirasa es una difosfohidrolasa que al pa
recer cumple un rol relevante durante el desa-
rrollo del tub&rculo. Esto se deduce por dos
razones: a) Se ha demostrado un aumento en masa
en un perfodo determinado del desarrollo, b) Se
han identificado dos proteinas que regulan su
actividad (activador e inhibidor).

Se ha intentado purificar la proteina activa
dora a partir del tubérculo de S. tuberosum tan
to de var, Ultimus como var. Desir&e, con el
fin de poder caracterizar algunos parfmetros.
El esquema de purificacifn propuestoc consiste
en una precipitacibn 0-50% con (NH4)2S04 en um
extracto de papas seguido de calentamiento y
concentracifn por liofilizacifén. A partir de
esta fraccibn semipurificada se han intentado
diferentes tipos de columnas consistentes en se
paraciones por carga y por pesc molecular, las
cuales no han dado resultados concluyentes por
la gran inestabilidad de las fracciones obteni-
das.

Finalmente, se ha intentado una columna de
afinidad de CM-Celulosa a la cual se le ha uni-
do covalentemente apirasa.

Se propone que esta protefna podrfa ser indu
cible ya que desaparece en tubfrculos envejeci~
dos o almacenados por un tiempo prolongado.

Proyecto B-2079-8624 D.I.B., Universidad de
Chile.

PROTEINAS SERICAS EN LAS ENVOLTURAS VITELINAS DE OVOCITO$
DE BUFO ARENARUM. (Serum proteins in the vitelline envelo-
pe of Bufo arenarum oocytes.) Mansilla, Z.C., Perdigéa,G.
Fernindez, S.N. y Miceli, D.C. Inst. Sup. de Inv, Biol-

(INSIBIO)- (CONICET UNT)- S.M. de Tucumin-Argentina.

Las secreciones oviducales en los anfibios estdn direc-
tamente involucradas en el proceso de la fecundacidn. Log
ovocitos solo pueden ser fecundados después de atravesar
la primera porcidn del oviducto denominada pars recta (PR)

Mediante técnicas inmunoquimicas y electroforéticas se
demuestra que el fluido de secrecidn de PR estd constitui-
do por una fraccién considerable de proteinas de origen
plasmitico,

Los anticuerpos contra las proteinas del fluido de se-
crecién de PR permitieron detectar mediante inmunofluoree-
cencia indirecta proteinas de dicha secrecidm en las en-~
volturas vitelinas de ovocitos que no han atravesado el
oviducto, lo que sugiere que las mismas son de origen
plasmitico. Observamos que los anticuerpos contra las se-
creciones de PR purificados mediante inmunoadsorbentes
producen la disolucidn total de la envoltura vitelina de
avocitos de PR y que el suero de conejo normal inhibe el
efecto biolfgico de las proteinas del fluido de secrecidn
de PR. Dado que es conocido que: a) En Bufo arenarum no
existe la via clésica del complemento y en cambio se ha
demostrado la via alterna activable por enzimas proteoli-
ticas similares a tripsina y plasmina. b) El fluido de se-
crecién de PR posee actividad proteolitica similar a trip-
sina y plasmina y al contacto con las envolturas evbcita—
rias produce la desorganizacién de la trama glicoproteica
de la misma. c¢) En suero de mamiferos se encuentran mil-
tiples inhibidores del complemento. d) La envoltura vite-
lina posee protefnas séricas englobadas en su trama gli-
coproteica. Surge entonces como interrogante si los fac-
tores del complemento estdn involucrados en el proceso
de las fecundacidn.

EFECTO DE LA ADRENALINA SOBRE LA BIOSINTESIS
DEL ACIDO ARAQUIDONICO EN CELULAS AISLADAS
DE CORTEZA SUPRARRENAL DE RATA. (Effect
of epinephrine on arachidonic acid Dbiosynthesis in
rat isolated adrenocortical cells). Mandon, E.C. vy
G6mez Dumm, LN.T.de.

Instituto de Investigaciones Bioquimicas de La Plata
(INIBIOLP), CONICET-UNLP, Facultad de Cs.Médicas,
Universidad Nac.de La Plata, La Plata, Argentina.

La actividad de las desaturasas hepfticas de los
mamiferos esté regulada por varias hormonas. Reciente-
mente nosotros hemos descripto la presencia de
A6 y A5 desaturasas activas en los microsomas
de glandula suprarrenal de rata que se inhiben cuando
se administra adrenalina in_vivo. Tenlendo en cuenta
la diversidad de funciones de las distintas células
que componen la totalidad de la gléndula suprarrenal
y las innumerables variables que intervienen en el
animal entero, en este trabajo hemos restringido el
estudio a las células aisladas de la corteza suprarrenal
(zona fasciculata-reticularis) y hemos estudiado el
efecto de la hormona in vivo e in_vitro. Se trataron
ratas con adrenalina (I mg/l kg peso corporal) y se
sacrificaron a diferentes tiempos. Se aislaron las células
de la corteza suprarrenal y se incubaron en presencia
del &cido 1-14C eicosa-8,11,14-trienocico (20:3n6). Se
observé que dichas c8lulas incorporan répidamente
el &cido 20:3n6 y lo desaturan a #&cido araquid6nico.
La incorporacién de este fcidc y su transformacién en fcido
araquidbnico disminuye en las células de animales tratados
con adrenalina. En cambio, el agregado de adrenalina al me-
dio de Incubacién de cé€lulas obtenidas de animales
no tratados no modifica significativamente la incorporacifn
y desaturacién del &cido 20:3n6. Se concluye que la
adrenalina  administrada al animal entero deprime
la actividad de la A 5 desaturasa en la corteza suprarrenal
de rata. El hecho que este efecto no haya podido
ser reproducido in_ vitro hace presumir que la accibn
hormonal se realizarfa indirectamente.

HISTOESPERMIOGENESIS TIPICA Y ATIPICA DE Santochorus
cassidiforme (MURICIDAE: PROSOBRANCHIA), (Typical and
atypical Spermiogenesis from Santochorus cassidiforme
[Muricidae: Prosobranchial).
Marin, O.E., Lépez, M.l., Amin, M.F. y Deipin, M.E. De-
partamentos de Biologia Molecular y Oceanologlfa, Facul-
tad de Ciencias BiolSgicas y de Recursos Naturales, Uni
versidad de Concepcién. -

En muchas especies de Gastrépodos Prosobranquios
se ha encontrado que el testlculo produce dos tipos de
espermatozoides durante la espermiogénesis: tipicos y
atTpicos. Esta particularidad ha sido descrita en Meso
gastrépodos, NeogastrSpodos y en algunos Arqueogastrépo
dos.

La funcidn propia de los espermatozoides tlpicos
es la fecundaci6én del 6vulo, pero la funcién de los es-
permatozoides atTpicos no ha sido claramente estableci-
da.

El presente trabajo informa sobre la ocurrencia de
espermiogénesis tlpica y atipica en S. cassidiforme. Se
utilizaron técnicas habituales para microscopia electré
nica de transmisién y de barrido. -

Para la histioespermiogénesis tlpica se caracteri-
zan las espermdtidas en diferentes estados de maduracién
mostrandose la gradual condensacién de la cromatina y el
desarrollo del acrosoma. En la histioespermiogénesis
atlpica se describe la presencia de espermitidas de did
metro uniforme en toda su longitud y en corte transver-
sal se observan miltiples axonemas ubicados de preferen
cia en la periferia de la célula y granulos electroden~
sos en la regidén central.

Los espermatozoides atipicos son de un tamaio muy
superior a los tlpicos. Se sugiere que en esta especie
los espermatozoides atlpicos juegan un rol nutricio y
no de transporte, como se ha sugerido para otras espe-
cies de gastrépodos, ya que esta especie tiene fecunda-
cién interna.

Proyecto 20.30.10 Direccién Investigacién, U.Concepcién
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INDUCCION POR DEXAMETASONA DE UN MENSAJERO
SOLUBLE QUE INHIBE DESATURASAS MICROSOMALES

HEPATICAS. (Dexamethasone induction of a soluble
messenger that inhibits microsomal desaturases). Marra,
C.A. y Alaniz, M.].T.de.

Instituto de Investigaciones Bioqufmicas de La Plata
(INIBIOLP), CONICET-UNLP, Facultad de Cs. Médicas,

Universidad Nac.de La Plata, La Plata, Argentina.

La inyecci6n de dexametasona (Dx) a ratas Wistar
(1 mg/rata, via intraperitoneal) produce al cabo de
12 hs una disminuci6n significativa de las actividades
46 y A5 desaturantes, en microsomas hep8ticos.
Estos efectos se correlacionan con determinaciones
cuantitativas del contenido de Acidos grasos microsomales.

La accién inhibitoria sobre ambas desaturasas pudo
ser reproducida agregando a microsomas hepéticos
de ratas sin tratamlento hormonal, el sobrenadante

obtenido a 105.000 g por lavado de microsomas hepfticos
de animales inyectados con Dx. Esto probarfa la existencia
de un factor inhibitorio inducido por la hormona, l&bil-
mente unido a la membrana microsomal, pues se lo
puede separar por lavado en frfo con una solucibn
de baja fuerza i6nica. El tratamiento de la fraccib6n
soluble que contiene dicho factor, con tripsina, provoca
la pérdida de su actividad biolégica. La iIncubaci6n
de microsomas completos o lavados con diferentes
cantidades de citosol de higado de ratas inyectadas
con Dx, demostr6 que este factor modulador de la
actividad desaturante también estf presente en la
fracci6bn citosblica. Este trabajo sugiere que la inyeccién
del glucocorticoide a ratas, induce la biosintesis de
un factor de naturaleza proteica o peptidica capaz
de Inhiblr a las actividades A6 y A5 desaturantes
de microsomas hepiticos; actuando en forma directa
o a través de la activacibn de un factor preexistente.

ENALAPRIL Y HEXADIMETRINA:EFECTOS SOBRE MEDIADORES,LA
ALGESTA Y EL EDEMA EN LA REACCION INFLAMATORIA AGUDA
(Enalapril and hexadimethrine:Effects on mediators,
algesic and oedema in the acute inflammatory reaction)
Martin,N.;Vargas,M.;Van Rysselberghe,d.;Echeverria,M.E.

COMUNICACIONES LIBRES

RETROVIRUS Y LA GENESIS DEL ADENOCARCINOMA GASTRICO
HUMANO. (Retrovirus and the genesxs of human gastric
adenocarcinoma). Marshall, S., Mufioz, G., Gonzdlez,
F., Horvat, A. Laboratorlo de Genét1ca Molecular.
Thst}fufo ae Biologfa. Universidad Cat6lica de Val-
parafso.

Un andlisis ultraestructural de tejidos g&stri-
cos neopldsicos humanos en estado terminal, asf como
el de subfracciones enriquecidas de los mismos teji-
dos, demuestran la presencia de estructuras tipo vi-
ral, idénticas a las descritas como retravirus tipo
D. Mas aiin, ultimamente hemos confirmado que en las
fracciones enriquecidas con partfculas, detectamos
actividad endégena de RNA-dependiente-DNA polimera-
sa, mejor conocida como transcriptasa inversa. La evi
dencia de que no se trata de una DNA polimerasa con-—
taminante se comprueba por las caracterfsticas de la
reaccidn: Resistente a Actinomicina D, Sensible a pre
tratamiento con Ribonucleasas y, principalmente, por=
que el producto de la reaccibén se detecta como un h{
grigo RNA-DNA en gradientes isopicnicas de Sulfato de

esio.

Gracias a las técnicas clfnicas de deteccidn tem
prana de la enfermedad, podemos obtener muestras en
diferentes grados de evoluc16n de la misma. Por ello,
realizamos un estudio comparativo entre las muestras,
analizando cada una de ellas por aparici6n de partf-
culas tipo viral, y la detecci6n de actividad endége
na de transcriptasa inversa. Pretendemos correlacio-
nar la aparici6én y asociacién entre estos dos paréme
tros moleculares en la evolucién de este tipo de neo
plasia. Nuestras evidencias nos han permitido elabo-
rar un modelo de hipbtesis de trabajo, que podrfa ex
plicar la génesis del adenocarcinoma gdstrico humano.

EL 1,25-DIHIDROXI-VITAMINA D3 AFECTA LA DISTRIBUCION IN-
TRACELULAR DE CALMODULTNA EN MUSCULO ESQUELETICO. (1,25-
(OH)D3 affects intracellular calmodulin distribution in
skeletal muscle}. Massheimer, V., Ferndndez, L.M. v A.R.
de Boland. Departamento de Biologia. Universidad Nacio-

Departamento de Ciencias Fisioldgicas,Facultad de Cien-
cias Bioldgicas y de Recursos Naturales.Universidad de
Concepcidn.

Las cininas son péptidos que se generan durante la res
puesta inflamatoria.La bradicinina liberada en las prime

ras horas del edema inducido por carragenina en la rata,
es potenciada por prostaglandinas(Ferreira y cols.). Sus
efectos favorecen los signos nociceptivos y el incremen-
to de permeabilidad,sin embargo su corta vida media hace
dificil el estudio de estos pardmetros.

En el presente trabajo estudiamos la accidn de un inhi

bidor de la cininasa II{enalapril 1 y 2 mg/Ka), de hexa-
dimetrina(25 mg/Kg)que reduce la formacién de cininas y
de indometacina(3 mg/Kg), sobre el edema y la respuesta
nociceptiva inducidas por carragenina subplantar al 2%.
Paralelamente se determinaron las concentraciones de
histamina y serotonina{5-HT)}en el exudado de las extre-

midades por espectrofluorimetria.Todos los controles fue

ron realizados a los 80 y 180 min.en grupos de a 1o me -
nos 6 ratas hembras,del mismo peso y origen.

E1 enalapril produjo un incremento del edema inducido
por carragenina y una reducci6n de la respuesta nocicep-
tiva a los 80 min,manteniéndose este Gltimo efecto a las
tres horas y reduciéndose Ta histamina subplantar.La ad-
ministracidn previa de hexadimetrina,si bien mantuvo el
edema de la carragenina,éste fue significativamente me -
nor que el obtenido con enalapril,siendo la respuesta hi
poalgésica mds significativa.En esta experiencia la 5-HT
se increment6.E1 enalapril y la bradicinina 5 ug in situ
potencid el edema y redujo relativamente la hipoalgesia.

En nuestros tiempos de control si bien la bradicinina
induce edema,presenta un efecto hipoalgésico que se dis-
cute junto a los resultados obtenidos con indometacina.
Proyecto 20.33.20. Direc.de Investigacidn.

nal del Sur, 8000 Bahia Blanca. Argentina.

Estudios recientes han implicado al 1,25-dihidroxi-vita-
mina D3 (1,25(0H)2D3)en la regulacién del metabolismo de
calcio en misculo esquelético. Se 1nvest1go la partici-
pacién de calmodulina (CAM) en el mecanismo de accion de
accion de la hormona. Se utilizaron cultivos primarios
de mioblastos de misculo esquelético de embridon de pollo
y misculo diferenciado (soleus) de pollo deficiente en
vitamina D tratados in vivo 0 in vitro con 1,25(0H)2D3.
E1 transporte de Ca en mioblastos y misculo soleus fue
estimulado por el esterol e inhibido por flufenazina y
compuesto 48/80. En presencia de los antagonistas de

CAM no se observaron diferencias entre preparaciones
control y tratadas con 1,25(0H)gD3. Se evaluaron los e-
fectos de la hormona sobre los niveles de CAM en homoge-
nados y fracciones subcelulares. Se observd que el 1,25-
(OH)2D3 no afecta el contenido celular total de CAM
mientras que produce un aumento en mitocondria, fraccion
microsomal (reticulo sarcoplasmdtico y sarcolema) y mio-
fibrillas (probablemente asociado con troponina c), y
una disminucidn proporcional en citosol. Las variaciones
fueron dependientes del tiempo de tratamiento con el me-
tabolito. Los resultados sugieren que el 1,25(0H)2D3 fa-
cilita Ta transferencia de CAM de citoplasma a membranas
intracelulares y plasmitica, 1o cual podria resultar en
cambios en la actividad de sistemas transportadores de
Ca que son modulados por CAM. Se evalud la posibilidad
de que el esterol afecte el ligado de CAM a proteinas

de membrana mediante autorradiografia de geles SDS-PAGE
incubados con 1251-CAM.
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EL CITOESQUELETO DEL EMBRION DE RATON
DURANTE LA COMPACTACION. (The Cytoskeleton
aof mice embryos during compaction). Mayor,

R. e Izquierdo, L. Departamento de Biclogia,
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

Hemos estudiado la organizaciéon del
citoesqueletc del embridn preimplantacional
de ratén; especialmente durante el proceso
de compactacidon en el estado de 8 ceélulas
cuando estas se asocian en un conjunto
supracelular.

Después de extraer
distintos estados con Triton
observado su citoesqueleto por
electrdnica de barrido y de transmisidn
diversas condiciones.

Cada blastémero presenta
citoesqueleto cortical, farmado por
malla densa de +{ilamentos finos
probablemente corresponde a actina y un
citoesquleto interior formado por una malla
laxa de filamentos gruesos que corresponden
al material identificado como fibrilar el
cual tiene wuna estructura periddica con
hileras de ribasaomas. A partir de 1la
compactacién se observan conexiones entre
los citoesqueletos de células vecipas que
probablemente corresponden a largas
microvellosidades aparentemente continuas.

Se sugiere que estas conexiones entre
citoesqueletos de células adyacentes son
parte de la organizacidn supracelular que se
expresa en los fenomenos de regulacion
embridnica y actividad génica diferencial.

embriones en
X-100 hemos
microscopia
en

un
una
que

FARMACOS MACROMOLECULARES: HEMISUCCINATO DE
ALMIDON - DIPIRIDAMOL. (Molecular drugs: Di-
pyridamole~starch-hemisuccinate) Medina, JeJe
Sosa, R. y Mufigz de la Peiia + Departamento
de Quimica Organica, Facultad de Ciencias Quf

micas y Farmacéuticas. Universidad de Chile.

El almiddn es una macromolécula natural que
se puede modificar para poder incorporar un
firmaco, a travéds de formacidn de enlaces am{
dicos o éster, para lograr un efecto de libe-
racién sostenida en el organismo. Se ha pre~
parado el hemisuccinato de almiddn (HS~A) so-
bre el que se ha incorporado el fdrmaco dipi-
ridamol (DIP), el cual, por su accidn vasodi-
latador coronaria serfa de utilidad mantener,
on forma sostenida, a niveles terapduticos.Se
ha incorporado GABA, f-alanina glicina como
brazos de unidn del farmaco al HS-A, a objeto
de favorecer la selectividad de un ataque en-
zimdticos
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DISTRIBUCION SUBCELULAR Y ACTIVIDAD RELATIVA EN ORGANOS
DE LA CIPROFIBROIL-COENZIMO A SINTETASA. (Subcellular
distribution and relative organ activity of ciprofibroyl
CoA synthetase). Mc Elroy, M., Morales, M.N. y Bronfman,
M. Departamento de Biologia Celular, P. Universidad Cat$
Tica de Chile.

Trabajos recientes de nuestro laboratorio demuestran la
presencia en higado de rata de una acil-Coenzimo A sinte
tasa capaz de activar ciprofibrato y otras drogas hipoli
pidemiantes a tioésteres del Coenzimo A. En base a esos
resul tados hemos propuesto que esta activacién serfa la
base de 1a accién farmacolSgica de estas drogas, que ade
mads de su efecto hipolipidemiante producen diversos efec
tos metabGlicos. Entre esos efectos, destaca una marcg'
da proliferacion de los peroxisomas hepiticos y de otros
tejidos.

Con el fin de caracterizar esta actividad enzimitica, se
estudidé su localizacidn subcelular en higado, encontrian-
dose que un 65% de la actividad enzimdtica sedimenta en
la fraccidén microsomal, siguiendo aproximadamente la dis
tribucién subcelular de ia palmitoil-Coenzimo A sinteta-
sa. Utilizando acil-Coenzimo A sintetasa purificada a
partir de microsomas, se encontrd que el Km de la enzi-
ma para ciprofibrato es dos drdenes de magnitud mayor
que para palmitato como sustrato. El fraccionamiento sub
celular permitié ademds demostrar la presencia de una ac
tiva ciprofibroil-Coenzimo A hidrolasa, presente en va-
rias de las fracciones. Los estudios en otros tejidos re
velaron que la mayor actividad especifica de la ciprofi-
broil-Coenzimo A sintetasa se encuentra en higado, segui
do por miocardio y grasa epididimaria. -
(Financiado por proyecto DIUC 82/86).

REGULACION [E LA ACTIVIDAD CONTRACTIL LCEL MUSCULO UTERL
NO POR HISTAMINA Y SEROTONINA. (Regqulations of smooth
muscle contractile activity by histamine and serotonine).
Medina, J.L; Neumann,V; Depto. Cs. Fisiol6gicas, Facul-
“tad & Ciencias Biolbgicas y de Recursos Naturales.
Universidad de Concepcién.

La bibliograffa sefala diferentes efectos de hista
mina (HIST) y serotonina (5-HT) sobre el misculo liso
uterino en distintas especies. Sin embargo, atn no es-
t4n bien dilucidadas ni la funcién ni los posibles me-
canismos involucrados en la accifn de estos mediadores.

Con el objeto de investigar un posible mecanismo

regulatorio de estas aminas endSgenas sobre la actividad
uterina se procedié a determinar:
a) El efecto de HIST y 5-HT sobre la fuerza de contrac-
cifn y sobre la liberacifn de catecolaminas en cuernos
uterinos de ratfn y b) la caracterizacifn farmacolSgi-
ca de dicha respuesta.

Tanto HIST como 5-HT aumentaron la respuesta con-

En la metddica de obtencidn de estos derivados trictil de los cuernos uterinos, efecto que se manifes-
se ha utilizado almidén purificado y anh{drido t0 por un aumento tanto en el tono como en la altura,

succinico en piridina para el HS=-A,

para unir el fdrmaco al HS-A, se traga_jé a 60° da.
r los amj amina en el bafo de incubacifn y del estado del ciclo

’ M

Ce Idéntida metddica se usd para uni
nodcidoss Rendimientos: HS~A-DIP 81,4 .°/0 ,
HS-A-GABA 88°/0, HS~A~B-alanina 83 */o, HS-A-
glicina 93,5 ©/o y HS-A=GABA-DIP 80 °/¢ .

La incorporacidn de la droga y aminodcidos
se controld mediante andlisis de nitrdgeno, y
estudios de liberacidn del firmaco se siguie-
ron mediante polarograffa de pulso diferencig
do.

Proyecto DIB Q 1666-8634

DCC y DMF la amplitud y la frecuencia de la contraccidn registra-

Dicho efecto dependié de la concentracién de la

estral (estro mayor que diestro).

Clorprimetdn, pirilamina y nifedipina bloquearon
el efecto estimilador de HIST. 5-HT no modifica la libe
racién de ’HE-NA previamente captada.

Se concluye que la actividad del ftero es modifica-
da por una accifn sobre la fikra muscular lisa, efecto
que podria jugar un rol importante en el aumento de las
contracciones en el inicio del trabajo de parto.

Proyecto 20.33.28 Direcci6n de InvestigaciSn.
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DETECCION DE COMPLEJOS INMUNES EN PACIENTES
CANCEROSOS, (Detection of inmune complexes in
patients with cancer), Merca
Depto, Bioqufmica Aplicada, Facultad de Farma-
cia, Universidad de Concepcién, Vega, R, Labdb,
Central, Hospital Higueras, Talcahuano,

En modelos tumorales animales se ha detecta
do la presencia de complejos inmunes circulan-
tes (C,I.), demostrandose "in vitro" que ellos
disminuyen la citoxicidad natural contra célu-
las tumorales, Dada la importancia de la inmuni
dad celular en la respuesta anti-tumor, se ha
estimado de interés detectar la presencia de C,
I, en sujetos aparentemente sanos (controles)

Y pacientes cancerosos y determinar la composi
cién parcial de los C.I, (clases de inmunoglo-
bulinas-Igs- y fraccién C3 del complemento).

Se precipita C,I, de suero de pacientes con
cdncer y controles, utilizando polietilengli-
col al 3,5% segfin Chia y col, Se determina el
porcentaje de ¥gs y C3 en los precipitados. Pa
ralelamente, se realiza la separacidén de C,I,
de cada uno de los pacientes, por cromatogra-
fia en Sephadex G-200 a pH Acido y se determi-

COMUNICACIONES LIBRES

CAMBIOS EN LA BIOSINTESIS PROTEICA RAPS MEDIADOS
POR TEMPERATURAS BAJAS. (Changes in Protein Synthesis
in rapeseed seedlings during a low temperature
treatment) Meza-Basso, L., Berger, M.E., Raynal, M.,
Ferrero-Cadinanos, M.L., Delseny, M. Instituto de
Bioquimica, Facultad de Ciencias, Universidad Austral
de Chile. Laboratorio de Physiologie Végétale, Univer-
sidad de Perpignan, Francia.

Se ha observado que en algunos vegetales resisten-
tes al frfo, se induce como respuesta compensatoria,
la sintesis de protefina especificas. Se entregan ante-
cedentes que apoyan la hipétesis que estos vegetales
contendrian genes responsables de la tolerancia al
frfo y que los ajustes metabélicos observados configu-—
ran una serie de estrategias adaptativas diversas.

Para el anflisis de la sintesis proteica se germi-
naron semillas de raps de una variedad de invierno.
Las pléntulas fueron crecidas por tiempos variables
a 18° o a 0°C, incubéndolas con 35S metionina durante
las 2 dltimas horas. El andlisis de sintesis proteica
in vitro se realizd extrayendo poli A*RNA total. Los
poli ATRNA fueron traducidos en un sistema libre de
células. Los productos sintetizados in vivo e in vitro
fueron analizados por electroforesis bidimencional.

La sintesis proteica continua a 0°C y ciertos poli-

na a cada fraccidn el contenido de protefina,
clases de Igs y C

En los controles se observa diferencia cuan
titativa en el perfil de elucién segiin la edad
No se encuentra C.I. circulantes en pacientes
cancerosos segfin criterio de Chia y col. Sin
embargo, se observa diferencia cualitatitativa
en los patrones de elucién de los cancerosos
con respecto a los controles,

Se discuten los resultados en relacién a una
posible diferencia cualitativa en la naturaleza
de los C.I. de los pacientes cancerosos y su po
sible relacifn con el efecto inmunosupresor en
la respuesta inmune antitumoral.

péptidos se acumulan preferencialmente a esa tempera-
tura. Por otra parte, la sintesis de otros polipépti-
dos se reprime, mientras que algunos son insensibles
al tratamiento. Cambios similares se observan en la
sintesis proteica in vitro a 0°C en comparacién a los
controles. Entre los genes que son reprimidos se en-
cuentra la SP de la RuBisCo. La respuesta compensato-
ria se detecta luego de cortos periodos a 0°C.

Se trabaja en la identificacién de algunos de estos
productos inducibles y se discute la relevancia de los
cambios en la expresién genética y su asociacién al
desarrollo de la tolerancia al frio.

Financiado por DID, UACH S-84-29 CNRS (UA 565, AIP
95 31 67).

SINTESIS Y SECRECION DE PROTEINAS EN EL OVIDUCTO DE BUFO
ARENARUM.EFECTO DE 17-B ESTRADIOL. (Protein synthesis and
secretion in B. arenarum oviduct.Estradiol 17-B effect).
Miceli,D.C.,Mansilla,C.y Fernandez,S.N.

Depart.de Biologfa del Desarrollo,Instituto Superior de

Invest.Biolégicas,CONICET-Univ.Nacional de Tucumin.R.A.

CARACTERIZACION PARCIAL DE PROTEOGLUCANO DE RETINA
INSOLUBLE EN ACIDO TRICLOROACETICO.(Partial character-
ization of trichloroacetic acid-insoluble proteoglucan
of retina).Miozzo, M.C., Aon,M.A. y Curtino, J.A
Departamento de Qu1m1ca B1o1ég1ca-Cl BIC,Fac.Cs.Qui-
micas~CONICET y Fac.Cs.Agropecuarias, U.N.C.,Suc.16,

cc 61, 5016 Cérdoba.Argentina.

Hemos descripto 1a unidn de proteina a glucégeno de re-
tina (Aon y Curtino,Eur.J.Biochem.,140,557,1984) a tra-
vés de residuo tirosina en unidn 0-glicosidica (Aon y

Se demostré que la funcidn de la porcidn anterior del
oviducto de anfibios(pars recta,PR),cuya secrecidn estd
directamente involucrada en la fecundacidn,es regulada
por esteroides sexuales.Asimismo,el estudio de la ultra-
estructura del epitelio de la PR demostrS que existe co-  Curtino,Biochem.J.,229,269, 1985) E1 proteoglucdgeno es
rrelacién entre el efecto hormonal,la actividad bioldgica SOluble en dcido tricloroacético (TCA) mientras que
y el grado de desarrollo de las células secretoras.A pesar Otra fraccidn de o -1,4 glucano insoluble (GPI) es re-
de que el estrdgeno induce la proliferacién celular,el cuperada junto a las membranas de retina precipitadas
andlisis de la fraccidn citosélica y nuclear indica ausen por TCA. .
cia de receptor tipico.Sin embargo en este trabajo se de- GPI, al 19931 que el total de la proteina de las membra
muestra que existe incremento de la sintesis proteica al  Nhas precipitadas por TCA,se solubilizé en cloroformo-
cabo de lh de tratamiento hormonal.Los experimentos de metanol-TCA en presencia de glucdgeno carrier que es
incorporacién de aminodcidos radiocactivos in vivo indican insoluble en ese medio.La neutralizacidn con metilamina
que la actividad especifica de las proteinas del fluido precipitdé GPI y las proteinas de membrana.La solubili-
de secrecidn es superior a la del tejido.El andlisis me- zaci8n en detergente de GPI precipitada junto con las
diante electroforesis y posterior fluorografia indica que membranas, fue dependiente del detergente y su concen-
la sintesis y secrecidn por efecto estrogénico es especl  tracidn.Asi, 35% y 53% de GPI y 15% y 24% del total de
fico para determinadas proteinas.El posterior estudio in  Proteina de membrana {Prot) fue solubilizada con deoxi-
vitro confirma dichos resultados.Se detecta principalmen colato de sodio al 0,5% y 1%,respectivamente.E1 70% y
te una proteina con alta incorporacidn especifica(masa 100% de GPI y 67% y 77% de Prot fue solubilizada con
mol.relat.:66 Kd)y otras (220Kd,170Kd,150Kd)que estdn au- dodecil sulfato de sodio (SDS) al 0,5% y 2%, respecti-
sentes en muestras controles.Estas son sintetizadas por vamente.La fraccidn GPI solubilizada en SDS y pasada por
el tejido y secretadas en forma preferencial al medio de  columna de Sepharosa 6B coeluyd, con un Kav=0,33 (P.M.
cultivo por efecto de 17-B estradiol.El efecto de DHT es aprox. 450.000),junto a una cantidad de carbohidrato
mas evidente coincidiendo estos resultados con las obser- equivalente a 1/3 del polisacdrido presente en la frac-
vaciones al M.E. que demuestran la aparicién de celulas cidn proteoglucdgeno.Sometida a electroforesis en medio
repletas de granulos y mayor diferenciacién del epitelio disociante en gel de poliacrilamida, GPI se concentrd en
por efecto de esta hormona,El andlisis del tejido indica la zona 1imite entre 3% y 10% acrilamida.Al incubar las

que no todas las protefnas sintetizadas son secretadas membranas de retina con UDP-14C-glucosa, GPI incorpord
al medio de cultivo . 14C-glucosa con una actividad especifica (cpm/nmol Glc)
Estos resultados nos llevan apostular nuevamente que la siete veces mayor que la fraccidon proteoglucdgeno, que
protefna ligante de esteroides puede cumplir en este ca-  estaba presente a una concentracidon de 0,77 mg por mili-
so,funciones de receptor citosélico. 1itro de incubado.(Subsidios: CONICET y CONICOR)
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ESTUDIOS METABOLICOS EN UNA CEPA DE
S.CEREVISIAE AUXOTROFICA PARA POLIAMINAS (Me-
tabolic studies in a S.cerevisiae polyamine
auxotrophic strain). Miret,J.J. y Goldemberg,
S.H.

Instituto de Investigaciones Bioquimicas "Fun-
dacibén Campomar", Buenos Aires, Argentina.

En los (ltimos afios se han aislado cepas de
levaduras auxotr6ficas para poliaminas, con ca
racteristicas de crecimiento similares a las
de las mutantes bacterianas, que pueden servir
como modelo para estudiar el metabolismo y fun
cién de las poliaminas en eucariotes inferio-—
res,

Utilizando la mutante de S.cerevisiae 179-5,
aislada por Hosaka y Yamashita, se efectuaron
algunos estudios metabSlicos. Establecidas las
condiciones para deprimir el contenido endfge-
no de poliaminas, se analizé el efecto de es-
tos policationes sobre la velocidad de creci-
miento y sintesis de algunas macromoléculas,
como RNA y proteinas. La disminucién de todos
estos procesos en c€lulas sometidas a ayuno se
revierte por reagregado de poliaminas, siendo
la sintesis de protefna la primera en recupe-
rarse y llegar a los valores de la cepa paren-
tal.

Se estudi6 también la correlacifn entre
contenido endSgeno de poliaminas y velocidad
de crecimiento, la captacién de putrescina y
espermidina y se midieron algunas enzimas re-
lacionadas con el metabolismo de poliaminas,
como ornitina decarboxilasa y arginasa.

EFECTO DEL COMPLEJO METAL-ATP SOBRE EL MECANISMO
CINETICO DE HEXOQUINASA D (GLUCOQUINASA). (Effect of
ATP-metal complex on the kinetic mechanism of hexo-

kinase D (glucokinase). O. Monasterio. Departamento
de Biologfa, Facultad de Ciencias, Universidad de
Chile.

Hexoquinasa D (ATP: D-glucosa 6-fosfotransferasa,
EC 2.7.1.1) (glucoquinasa) exhibe una cinética de
saturacién hiperbblica entre amplios margenes de con-—
centraciones de 2-desoxiglucosa (0,1 a 9 veces Km) y
de MgATP (0,5 a 40 veces Km). Estudios de velocidad
inicial con estos sustratos y de inhibicién de punto
muerto con N-acetilglucosamina y AMP mostraron un
mecanismo de adicién de los sustratos en secuencia.
Los resultados de la inhibicién por AMP fueron compa-
tibles tanto con un mecaniamo ordenado, con 2-desoxi-
glucosa como primer sustrato, como con uno al azar
con unién prefersnte de este sustrato. Para dilucidar
esta ambiguedad en la interpretacién de los resulta—
dos se estudi§ la inhibicién por el complejo inerte
de coordinacién, Cr(III)ATP. Al medir la velocidad
inicial de hexoquinaga D a pH 6,9, Cr(III)ATP mostré
inhibicién competitiva con respecto a MgATP e inhibi-
cién mayormente incompetitiva con respecto a 2-desoxi-
glucosa, con una constante de disociacién de 4,5 M.
Estos resultados confirman que el mecanismo cinético
de adicién de los sustratos es principalmente ordena-
do y 2-desoxiglucosa es el primer sustrato. La inhibi-
cién de la enzima por el complajo Mn{II)ATP fue
competitiva con respecto a glucosa-6-fosfato a 100
mM glucosa y 5 mM ATP. Este resultado es similar al
obtenido con magnesio, excepto que las lineas del
gréfico de dobles reciprocos (1/v vs 1/[MgATP] a
diferentes concentraciones de glucosa-6-fosfato) se
curvan hacia arriba, lo que sugiere que existiria
mids de un sitio de interaccidén con el nuclebtido,
gue se hace observable en presencia de glucosa-6-fos-
fato.

Financiado por el proyecto DIB 2066-8633.
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ANALISIS DE LA RESPUESTA INMUNE HETEROCLITICA A HORMONAS
DE CRECIMIENTO. (Analysis of the heteroclitic immune
response to growth hormones). Mollerach-Gobbi, B., Rete-
gui, L., y Pefia, C.

Instituto de Quimica y Fisicoquimica Biolégicas (UBA-
CONICET). Facultad de Farmacia y Bioquimica, Buenos Aires,
Argentina.

La heteroclicidad, propiedad caracteristica de anti-
cuerpos que-reconocen con mayor afinidad a un antigeno re
lacionado al inmunégeno que al inmundgeno mismo, fue ob-
servada en anticuerpos desarrdllados por pacientes hipopi
tuitarios tratados con hormona de crecimiento humana (h(H)
que estan dirigidos hacia las hormonas heterblogas bovina
(bGH) y equina (eGH) y en monoclonales anti-bGH que fijan
preferentemente eGH.

Se analizd la especificidad de estos anticuerpos en en
sayos de competicién utilizando fragmentos de bGH y eGH
altamente purificados por cromatografia liquida de alta
eficiencia y se estimd su capacidad de detectar perturba-
ciones conformacionales del antigeno por reaccién con las
hormonas reducidas y carbamidometiladas. Los anticuerpos
inducidos en los pacientes reconocieron esencialmente una
conformacién proteica destruida por la apertura de los
puentes disulfuro y se unieron con baja afinidad a algu-
nos de los péptidos ensayados. Los monoclonales que tam-
bién detectaron el cambio conformacional proteico reaccig
naron con mayor afinidad con péptidos de la regidn amino-
terminal de ambas hormonas.

El mapeo antigénico de dos antisueros convencionales,
provenientes de conejos inoculados con bGH o eGH indicd
la inmunodominancia de un Area comiin localizada hacia el
extremo N-terminal de estas proteinas.

Se concluye que la respuesta homo o heteroclitica
hacia bGH y eGH estd dirigida hacia la misma regidn predo
minante y que la elevada especificidad conformacional de
los anticuerpos heterocliticos humanos refleja una proba-
ble alteraci6n del inmundgeno durante su procesamiento
por las células inmunocompetentes.

INHIBICION DE LA MUERTE CELULAR PROGRAMADA DEL PALADAR
EMBRIONARIO POR DEXAMETASONA IN VITRO, EN DOS CEPAS DE
RATON. (Inhibition of programmed cell death in embryo-
nic patale by Dexamethasone in vitro,in two strains of
mice).Montenegro,M.A., Jeria,M. y Pa10m1no H. Depto.
Morfologfa Exp. y Depto. de B1o]ogfa CéTu1ar y Genéti-
ca.Fac. de Medicina, U. de Chile,

Trabajos previos han demostrado que Tos glucocort1
coides (G. C.) oroducen fisura palatina en anima-
Tes de laboratorio debido a que retrasan la horizontali
zacién de los procesos palatinos e inhiben la muerte
del epitelio palatino medio que ocurre normalmente.Ade-
mds, se ha visto que al igual que en la especie humana,
en el ratén se presenta distinta susceptibilidad a 1a
produccifn de esta anomalfa.En este trabajo analizamos
el efecto de 1a dexametasona en la fusién de los proce-
sos palatinos in vitro en dos cepas de rat6n de diferen
te susceptibilidad.

Se utilizaron hembras grdvidas de ratén de los ce-
pas A/Sn y B/10.Se disecaron los procesos palatinos de
embriones de 13 dfas de gestaci6n y se cultivaron 72 h
a 38°C en medio de cultivo normal o conteniendo la dro
ga (100 ug).E1 material fue procesado para M.0. y M.E.

La dexametasona inhibe la fusién de los procesos
palatinos in vitro en ambas cepas de ratén,pero en un
porcentaje mayor en la cepa A/Sn.En ambas cepas se pro
duce la inhibicién de la muerte celular programada que
ocurre normalmente ya que el epitelio palatino medio
persiste intacto.

Si bien los estudios in vivo indican que la cepa
A/Sn es medianamente susceptible y la cepa B/10 es re-
sistente,los estudios in vitro no demuestran grandes
diferencias entre las cepas,lo que estarfa indicando
que la muerte celular programada no serfa el dnico fac-
tor determinante de la diferente susceptibilidad,sfno
que existirfan otros mecanismos involucrados.

Proyecto DIB-2368-8615. U. de Chile.
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FENOMENOS POST-TETANICOS EN LA NEUROTRANSMISION DEL

CONDUCTO DEFERENTE. (Post~tetanic events in the rat

vas deferens neurotransmission). Montiel, J., Cam-

pos, H.M. y Huidobro-Toro, J.P., Laboratorio de Far=-
macologia, P. Universidad Catdlica de Chile.

La potenciacidén post-teténica (PPT) es un hecho
relativamente conocido de la placa neuromuscular.
Para investigar si este fendmeno se produce en sis-
temas adrenérgicos, se utilizé la unién neurcefecto-
ra del conducto deferente de rata. Se aislaron mita-
des epididimarias y prostéticas del conducto que se
perfunden con Tyrode a 37°C; se registra contraccibn
muscular isométrica. Se estimula eléctricamente fi-
bras nerviosas (70 v, 1 ms) con pulsos de 0.15 &

15 Hz. Después de un tren de estimulos de 15 Hz x

30 s, los pulsos de 0.15 Hz en la mitad epididimaria
muestran PPT, mientras que en el segmento prostéti-
co se evidencid inhibicibén post-teténica (IPT). Tan-
to la PPT e IPT son frecuencia-tiempo dependiente y
desaparecen con tetrodotoxina, guanetidina 6 6-hi-
droxidopamina. La PPT se atenla en conductos de ra-
tas reserpinizadas o tejidos tratados con prazosina.
En cambio, la IPT aumenta con reserpina o bloqueo
alfa-adrenérgico. 85610 la IPT se reduce con bicuculi
na o estricnina, pero ni la PPT o IPT se modifican
con naloxona, propranclol, yohimbina, teofilina o
indometacina. Esta coleccidn de experimentos permi-
te descartar efectos mediados por opioides endbge-
nos, rsceptores presindpticos adrenérgicos o puri-
nérgicos y prostaglandinas en las respuestas post-
tetdnicas descritas. Se concluye que la PPT se rela-
ciona con catecolaminas mientras que la IPT se po=-
dria explicar por accibén de GABA o glicina. Queda

d2 manifiesto la existencia de PPT e IPT en esta
unidén neurcefectora y la complexidad de la neuro-
transmisidn en este tejido. Experimentos en curso
estdn dilucidando el mecanismo de la PPT e IPT.

Financiada en parte por proyecto DIUC 74/86.

Salmonella typhi (OmpF~) RESISTENTE AL CLORANFENICOL.
{Resistance to Chloramphenicol in Salmonella typhi(OmpF™)
Mora, G.C., Calderdn,I. Lobos,S. y Alvarado,C.:Laborato-
rio de Microbiologia. Departamento de Biologia Celular
Facultad de Ciencias Bioldgicas. Pontificia Universidad
Catdlica de Chile.

Es un hecho comprobado, que moléculas hidréfilicas
de bajo peso molecular, pueden atravezar la Membrana Ex-
terna de bacterias Gram(-) a través de poros o canales
acuosos existentes en ésta.

Las porinas, un grupo especializado de proteinas for
man estos poros y a través de ellas se establece la difu
sion rdpida de moléculas tales como azlcares, aminodci-
dos, iones inorgdnicos que posean un peso molecular me-
nor de 600-700 daltons. Estudios realizados con mutantes
de E. coli deficientes en 1 o mds porinas han demostra-
do que la permeabilidad de la membrana externa a los an-
tibidticos depende de la presencia de estos canales. La
resistencia comprobada en estos caso ha sido tanto hacia
tetraciclina,cloramfeniool como hacia algunos betalactami
cos. Asi, se ha encontrado una gran variedad de Entero-
bacteridceas cuya resistencia a antibifticos estd rela-
cionada con la ausencia de porinas.

En este trabajo presentamos el primer caso descrito
de resistencia a cloramfenicol en un aislado clinico de

S. typhi.

Se trata de una cepa carente de plasmidios, y de ac-
tividad cloramfenicol-acetil transferasa; que no posee
ribosomas mutados responsables de la resistencia a este
antibiftico, comprobado mediante esferoplastos produci-
dos en esta cepa, 10s que son incapaces de recuperarse
después del tratamiento con cloramfenicol. E1 andlisis
de protefnas de la Membrana Externa de éstas bacterias
en PAGE-SDS revela claramente la ausencia de la porina
OmpF, 1o cual estarfa sugiriendo que se trata de una mu-
tacion que afecta la permeabilidad de la Membrana Exter-
na de ellas.{Financiado parcialmente por DIUC 74/85).

COMUNICACIONES LIBRES

TRANSPORTE DE MICROESFERAS POR EL OVIDUCTO DE LA RATA.
(Transport of microspheres by the rat oviduct). Moore,
G., Croxatto, H.B.- Laboratorio de Endocrinologia, Fa-
cultad de Ciencias Biolégicas, Pontificia Universidad
CatSlica de Chile.

Microesferas de almiddn, dextrano o poli (DL-ldctido~-
co-glicolido) de 80-140 um de didmetro fueron transferi-
das al infundfbulo del oviducto de ratas por medioc de
una técnica microquiriirgica con el objeto de evaluar si
la técnica altera el transporte y viabilidad de los hue-
vos nativos, si las microesferas remedan el transporte
normal y acelerado de huevos nativos, si su velocidad de
transporte guarda relacién con sus propiedades fisico~
quimicas y con el estado reproductivo de la hembra re-
ceptora. La técnica de transferencia aplicada en los
dfas 1-3 de preriez (P1-P3) no altera el transporte de
huevos al Gtero ni la viabilidad de los embriones nati-
vos evaluada en P11-P12.

Las tres clases de microesferas se transportan a
igual velocidad entre sf y llegan al {tero con un leve
retraso con respecto a los huevos nativos. Las microes-
feras transferidas en P2 o P3 son retenidas en el ovi-
ducto por lo menos hasta P11l observdndose bloqueo par-
cial de su transporte a nivel de unidn istmo-ampular y/o
istmo-uterina en P4, P5 y P7.

Las microesferas transferidas en Pl y los huevos se
transportan prematuramente al {itero si se administra
estradiol (lug s.c.) en Pl, P2 o P3 mientras que las
transferidas en P3 no se aceleran cuando se administra
estradiol en P3. Esto indica que la unidn istmo-ampular
funciona de distinto modo y su respuesta al estradiol es
diferente en Pl que en P3. Se concluye que microesfe-
ras de estos materiales pueden servir como sustitutos
del huevo para evaluar la funcién de transporte del ovi-
ducto y esclarecer el programa operacional del Srgano en
diversas fases del ciclo reproductivo.

Financiado por RF 86020

EFECTOS DE LA INYECCION INTRACAUDADO DE LHRH Y D-ALA-6-
LHRH SOBRE LA ADQUISICION DE RESPUESTAS CONDICIONADAS.

(Effects of the intracaudate injection of LHRH and
D-ALA-6-LHRH on the acquisition of conditioned
responses). Mora, S., Afani, A., Kusanovic, R. y

Diaz-Véliz, G. Departamento de Preclfnicas, Divisién
Ciencias Mé&dicas Oriente, Facultad de Medicina, Univer-
sidad de Chile.

La inyeccidén de -1 ug de LHRH en el N. Caudado de
ratas produce una inmediata inhibici6én de la capacidad
de adquisicién de respuestas condicionadas de evitacién
activa, lo cual no ocurre si se inyecta la hormona a
través del ventrfculo lateral, en hipocampo o N.
accumbens. El presente trabajo tieme por objeto
establecer una relacién dosis-efecto para LHRH en el
N. Caudado y, ademds, estudiar los efectos del andlogo
D-ALA-6-LHRH.

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley machos de aproxi-
madamente 200 g, las cuales fueron implantadas estereo-
téxicamente con canulas en uno de los N. Caudados.
Una semana m&s tarde eran sometidas a la sesi6n de
adquisicién, inmediatamente después de la inyecci6n de
LHRH o D-ALA-6-LHRH o salina, la cual consistia en la
presentacién de tonos y choques eléctricos a intervalos
de 30 seg entre los tonos.

Los resultados demuestran que existe wuna relaci6n
entre la dosis de LHRH inyectada en el N. Caudado y la
inhibicién del condicionamiento. Ademds, sugieren que
esta estructura podria considerarse uno de los sitios
en que se ejercerfa la accién conductual de LHRH en la
rata. El andlogo sintético de LHRH no modific6 signi-
ficativamente la conducta estudiada, llevando a pensar
que los efectos conductuales de LHRH podrfan ser
independientes de sus propiedades neuroendocrinas.

Departamento de Investigacién y Bibliotecas de la
Universidad de Chile, (DIB). (Proyecto B-1633-8644).



COMUNICACIONES LIBRES

MICROCIRUGIA EXPERIMENTAL: COLGAJOS CUTANEOS LIBRES VASCULARIZADOS
EN RATAS. (Experimental microsurgery: Vascularized free flap is-
lands in rats). Moreira, A., Kinast, C., Mercado, 0. Instituto
Cirugia. Yniversidad Austral de Chile. {Patrocinio: R. Yulis).

La literatura sobre esta nueva y prometedora proyeccion de la cirugia
comienza con Jacobson (1960) que sutura vasos cuyo calibre oscila
entre dos o tres ma de didmetro externo. Las técnicas estdn ya des-
critas pero la aplicacidn de ellas y la adquisicién de destreza ma-
nual, asi como el wmanejo de las complicaciones propias de la
técnica exige un largo periodo de entrenamiento con el microscopio.
En el presente trabajo se realizan quince colgajos cutaneos vascula-
rizados epigdstricaos llevéndolos al cuello de las ratas. Anastoso-
sandose vasos arteriales términolateral de 0,8 mm de didmetro exter-
no y vasos venosos de 0,9 ma de didwetro externoc terminoterminal.

Los materiales usados fueron quince ratas cepa Holzman 300 gramos
anestesia nembutal 40 miligrames por kilo intraperitoneal, microsco-
pio quirdrgico, micropinzas, microporta agujas, microclamps Acland,
microsutura 10.0 {22 u didmetro y aguja de 3 mmy 70 y de didmetro).
Se disefia colgajo epigistrico de 5 x 5 centimetros zona inguinal,
se abordan los vasos femorales las cuales se disecan con micropinzas
procediendo luego a ligar y seccionar los vasos femorales distal y
proximal , procediendo a la irrigacidn de los vasos con suero hepari-
nizado y lidocaina al dos por ciento para prevenir el vasoespasao.
La zona del cuello estid preparada,arteria cardtida y vena yugular
disecada. Se procede a anastomosis terminolateral de la arteria y
terminoterminal de la vena con la técnica de Serra. Se comprueba per-
meabilidad completa en el postoperatorio inmediato en venas y arte-
rias; la sutyra arterial se evalia por su pulsatibilidad, temperatu-
ra y coloracién, la sutura venosa par la coloracidn y por el flujo
hacia la vena yugular. El estudio histolégico de los sitios de anas-
tomosis mostraron reaccién inflasatoria neutra con la sutura. El
estudio con microscopia electrdénica de barrido suestra reconstitucién
ad integrum de la intima. Los colgajos cutdneos libres abren un
gran wundo a la cirugia reparadora, reimplantacién de miembros y
transplantes.

(Financiado por Proyecto RS-85-23 Direccidn de Investigacién de la
Universidad Austral de Chile).

EFECTOS DE LA TEMPERATURA, LUZ Y SALINIDAD EN LA CAPACI
DAD GERMINATIVA EN POBLACIONES DE AtriEIex reEanda.(Th;
effects of temperature, light and salinity on seed ger
mination capacity in Atriplex repanda populations). -
Moreno, R.J., Gutiérrez, J.R.y Agullera, L.E. Departa-
mento de Biologfa, Facultad de Ciencias, Universidad de
La Serena.

A. repanda es un arbusto forrajero, nativo del
norte chileno cuya drea de distribucidén se encuentra en
tre las latitudes 28° 34' y 320 07! Sur, formando -
poblaciones pequeiias y aisladas territorialmente lo que
impediria el flujo genético entre ellas.

La germinacidén de las semillas bajo condiciones
naturales no supera el 1%. Sin embargo, se ha encontra-
do que la escarificacidén y longevidad incrementan la ger
minacién en.las semillas de esta especie, noténdose una
congiderable variacién segin la procedencia de ellas.

El objetivo de este trabajo es determinar el e
fecto de la luz {fotoperfodo versus oscuridad)y tempera
tura) (TO constante versus TO variable) en la germina -
cidén de A. repanda y establecer si existen diferencias
significativas en la germinacién de once poblaciones so
metidas a 7 niveles de salinidad (0 a 684.5 Mosmol NaCl)
que permitan concebir una ides de diferenciacidén ecot{pi
ca.

Se encontrd procentajes de germinacidn més altos
en semillas iluminadas y con temperatura variable que en
aquéllas germinadas en la oscuridad y éon temperatura -
constante respectivamente. Lag semillas de las distintas
poblaciones, muestran diferencias en su capacidad germi
nativa en los diversos niveles de NaCl utilizados. -

Se discute la diferenciacidn de las poblaciones
para el cardcter capacidad germinativa de las semillas,
en relacién a las condiciones del habitat existente en
las diferentes 4reas de colecta.

PROYECTO 1092/85. FONDECYT; Dir. Inv. de La Serena.
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FOSFATASA ALCALINA EN CELULAS DUODENALES AISLADAS:
CAMBIOS CUALITATIVOS POR LA ADMINISTRACION DE
COLECALCIFEROL . ("Alkaline phosphatase in isolated
dJuodenal epithelial cellsicualitatives changes
roduced by eholecalripherol administration™).
oreno,J, Persira, R Tolosa de Talamoni,N Cafas ,F.
Quiwica Binlogica,F.C W ,U N de Cordoba., ARGENTINA.
Con el objetn de dilucidar si las modificaciones
electroforeticas observadas por nosotros en la fos—
fatasa alcalina (FA) duodenal de pollos,tratados con
vit.D (Arch Biochewm Biophys 240:201;1985) se deben al
aporte de distintas celulas con diferente grado de
maduracién,se aislaron celulas duodenales eluidas de
acuerdo al metodo de Weiser.Se obtuvieron secuencial-
mente 6 fracciones. Consideramos las dos primeras co-
a0 del pice, 22 y 43 intersmedia y las dos Gltimas
groyenientes de la cripta.la FA presenta su mayor ac-
ividad en la zona superior de la vellosidad y esta
casi ausente en la cripta.Electroforesis sobre gel de
poliacrilamida realizada con la FA de las distintas
fracciones celulares extrafda a pH 7,5 durante 1 h
con butanol al 33%, muestra en las celulas aisladas
de raquiticos tres zonas de tincion, identificandose
das a tres bandas en cada una de ellas, sin diferen-
cia en_los tres tlgos celulares. La administracion de
colecalciferocl 24 h antes de la obtencion de las ce-
lulas produce la desaparicidn de los componentes mis
ragxdos de las tres zonas. En homogenatos dejados a
4°C durante 72 h pH 7,5 desaparece la heterogeneidad
molecular de la enzima de los tratados con colecalci-
ferol, sin modificaciones aparentes en la de raqui~
ticos.La incubacidn a 30°C,12 h,pH . § de cel. recien
asisladas,no produce solubilizacidn significativa de
la FA (2-4%) .La extracci6én butandlica posterior a pH
5,muestra identico perfil electroforetico al obtenido
gor la incubacidn con sialidasa exdgena. Al incubar
as cel. a EH 7,5,12 h 30°C se recupera del sobrena-
dante un alto porcenta{e de la FA siendo mayor en los
ollos tratados con co ecaleiferol El tracado elec—
roforetico muestra una sola banda en todos los ca-—
s0s, semejante a la que se obitiene por incubacidn_de
cel . de animales tratados,incubadas a 4°C,72 h,pH 7,5.
La FA solubilizada con butanol a pH 7,5, incubada a
30°C,2 h pH 5,5 en presencia de membranas lisosomales
aisladas,modifica su perfil electroforetico,que se
hace identico al de la enzima solubilizada a pH 7.5
sin extraccidn butantlica, tanto en raguiticos como
en tratados. Se concluye: A)La desializacion de to-
das las formas moleculares de la FA se realiza tanto
en celulas diferenciadas como inmaduras. Su actividad
se incrementa por efecto del colecalciferol. B) La
desaparicion de la heterogensidad molecular de la
enziwa de pollos tratados|incubada a 4°C indicaria la
presencia de un factor/es de conversion,cuya activi—
dad o propiedades cataliticas estarian wodificadas
por el colecalciferol.

PROTEINA QUINASA DEPENDIENTE DE AMP CICLICO DEL HONGO
DIMORFICO M.rouxii COMO MODELO PARA EL ESTUDIO DEL MECA-
NISMO DE ACTIVACION (Cyclic AMP-dependent protein kina-
se from the dimorphic fungus M.rouxii as a model for the
study of the mechanism of activation).Moreno,S.,Paveto,
C.,Passeron,S.

Dto. Quimica Bioldgica,Programa de Regulacidn Hormonal

y Metabdlica,Fac.Cs.Exactas y Naturales,Univ.de Bs.As.

La proteina quinasa dependiente de AMP ciclico (cAMP)de
M.rouxii no se disocia por cAMP y sI lo hace en presen-
cia del nucledtido y NaCl 0.5 M.Con el objeto de estu-
diar el mecanismo de activacién de la enzima se investi-
g6 en primer lugar el nlwmerc y calidad de sitios para el
CAMP. Mediante el estudio de la cinética de disociacién
por dilucidn isotdpica del cAMP-3H unido a la enzima se
pudo llegar a dos conclusiones:l)la velocidad de diso-
ciacién del cAMP unido a la holoenzima es muy rdpida,
(50% en 2' a 4°C) y del cAMP unido a la subunidad regu-
latoria es muy lenta (25% en 10' a 4°C); 2)en la holoen-—
zima se ocupa un solo tipo de sitio y en la subunidad
regulatoria dos, midiendo ambas cinéticas de disociacién
a 30°C y en presencia de NaCl.

Por protedlisis controlada de la holoenzima RyCy se ob-
tuvo una especie RC, evidenciada en gradientes de saca-
rosa, que aiin presenta dos calidades de sitios para el
CAMP y muestra cooperatividad positiva en la reaccién

de fosforilacidn.Esto indica que el nimero de sitios pa-
ra el cAMP en la holoenzima es 4. Se demostrd que los
andlogos del cAMP sustituidos en C-8 tienen preferencia
por un sitio de unidn y los sustituidos en Ng por el o-
tro. Usando estos andlogos en combinacién, se demostrd
que tienen efecto sinérgico en la reaccidn de fosfori-
lacidn de un heptapéptido (kemptide) usado como sustra-
to. Se concluye que la proteina quinasa de Mucor no di-
fiere de las de eucariontes superiores en cuanto al nil-
merc y calidad de sitios para el cAMP y que puede ser-
vir como modelo para estudiar si la activacién implica
obligatoriamente disociacién de la holoenzima y necesi-
ta de la ocupancia de los dos sitios.
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FOLISOMAS Y TRADUCCION "IN VITRO" EN CULTIVO LE TEJIDOS
DE TUBERCULC DE PAPA. (Polysames and "in vitro" transla-
tion in potato tuber tissue cultures). Moreno, S. y
Tandecarz, J.S.

Instituto de Investigaciones Bioquimicas "Fundacién
Campomar" y Facultad de Ciencias Exactas y Naturales -
Universidad de Buenos Aires.

En una comunicacién previa (SAIB, 1985), mostramos que
en cultivo de tejidos de tubérculo de papa se encuentra
solamente una de las tres isoenzimas de fosforilasa pre-
sentes normalmente en preparaciones soluble del explan-
to original, con una actividad especifica de 10 a 12
veces mayor que la correspondiente en el tubérculo. La
represién y desrepresién de genes en las células se pue-

de estudiar a través del anflisis de la capacidad de tra

duccifn de polisomas. Se procedi6 entonces al aislamien-—
to de polisomas a distintos tiempos de desarrollo delca-
1lo (cultivo y subcultivo). Se presentan los perfiles
polisamales obtenidos y la capacidad de traducci6n de
los mismos a distintos tiempos del desarrollo del callo.
Se encontrS que el contenido de polisamas se incrementa
répidamente con el cultivo del tejido quiescente (tu-
bérculo), el cual contiene ribosamas principalmente en
la forma de monosomas. La capacidad de traduccién de

los polisomas durante el cultivo.y subcultivo se midié
a través de la incorporacifén de
tema de traduccién de germen de trigo. Los polipétidos
traducidos "in vitro" se identificaron por fluorografia
después de electroforesis en geles de poliacrilamida
desnaturalizantes. Los resultados obtenidos indican que

el sistema de germen de trigo traduce eficientemente po—

lipétidos mayores de 70 Kd en las ocondiciones ensayadas.
Ademds se observa en las fluorograffas una banda cuyo
peso molecular coincide con el de la subunidad de la
fosforilasa de callo (67 Kd).

INHIBICION DE LOS EFECTOS DE NORADRENALINA, HORMONA AN-
TIDIURETICA, ANGIOTENSINA II Y ALDOSTERONA PQR FACTOR
AURICULAR DE BOVINO EN PIEL AISLADA DE SAPO. (Inhibi-
tion of the effects of noradrenaline, antidiuretic hor-
mone, angiotensin II and aldosterone by bovine atrial
factor). Norris, B., Concha, J., Pantoja, C.,Chiang,L.
Depto. Cs. Fisiol., Fac. Cs. Biol. y R.N., Universidad
de Concepcifn.

Este trabajo presenta evidencia que un factor auri-
cular de bovino (FAB) bloguea el aumento de transporte
d Na' inducido por noradrenalina (NA), hormona antidiu
rética (ATH), angiotensina II (Agt II) y aldosterona(R)
en piel de sapo.

En piel abdominal de Pleurodema thaul, colocada en
cimara modificada de Ussing, se reg:.s‘a{' diferencia de
potencial (DP) y corriente de corto-circuito (OCC). EL
P usado fud un extracto acuoso concentrado
dializado segln trabajos anteriores de este labaratorio
en concentracitn aproximada de 0.08 por el lado se-
rosal. La prueba de amiloride de Isaacson, antes y des-
pus de la accién de FAB, permitié medlr el potencial
de Nat (Eng) » conductancia activa de Nat (Gg,) y conduc
tancia pasiva (Ggy). Todas las drogas, excep amilor—
ide, se aplicaron en el lado serosal.

FAB dismjnuyd parémetros eléctricos de la piel :
baj6 en 57.7%2.7%, 66.573.3%, By, 51.0%11.1s, GNa
36.431.7% y Gg, 20.8-1,9%, Las 4 rnrnas presentaron
efectos dosis dientes; las concentraciQnes méximas
empleadas (1 1 ADH, I\gt+II y N, y 30 pmol 3) aymen-—
taron OCC 83.7-14.2%, 54,4-11,9%, 86,3-8. 8% y 90.0-4.0%
res ivamente. FAB inhibi6 estos efectos en 63.0-3.0%,
51.5~11.6%, 55. 712,13 y 47.3-6.2% respectivamente.

Estos resultados sugieren que el efecto inhibidox
de FAB se deberfa a disminucién de permeabilidad de la
menbrana apical al Na' en piel de sapo, lo que se des~
prende de los valores arriba sefialados. Ge discute esta
evidencia en relacifn a la funcifn tubular renal.

* Proyectos 20.33.18 y 20.33.10, U. de Conoepcién.

S rmetionina en un sis-

COMUNICACIONES LIBRES

FIDELIDAD DE LA TRADUCCION EN BACTERIAS DEFI-
CIENTES EN POLIAMINAS. (Translation fidelity
in polyamine-deficient bacteria). Nastri,H.G.
y Algranati,I.D. -
Instituto de Investigaciones Bioquimicas "Fun-
dacibén Campomar" y Facultad de Ciencias Exac-
tas y Naturales, Universidad de Buenos Aires.

Se ha investigado la precisifn de la sinte-
sis proteica en bacterias aux&trofas para po-
liaminas cultivadas en ausencia o presencia de
estas sustancias y sometidas al mismo tiempo
al ayuno de un aminodcido. En estas condicio-
nes, que normalmente inducen un aumento en la
frecuencia de errores de la traduccibén, la ve-
locidad de la sintesis proteica practicamente
no se modificé en bacterias cultivadas sin po-
liaminas, pero se redujo notablemente en cé&lu-
las suplementadas con estas sustancias. El
andlisis por electroforesis en gel de polia =~
crilamida de los polipéptidos sintetizados Qu-
rante perfodos de ayuno de un amino&cido, in-
dicaron que s8lo en las bacterias con niveles
endbgenos normales de poliaminas se produjo
una disminucién relativa de la sintesis de po-
lipéptidos de alto peso molecular con una acu-
mulacifn simulténea de péptidos pequefos.
Estos resultados parecen indicar que en ausen-
cia de poliaminas se produce un aumento mds o
menos generalizado en la frecuencia de errores
de traduccién. Por otro lado en bacterias cul-
tivadas con poliaminas, el ayuno de un amino&-
cido provocé un marcado aumento en la sintesis
de algunos polip€ptidos que podrfan estar re-
lacionados con proteinas que aparecen en con-
diciones de "stress".

RESPUESTA METABOLICA Y TEMPERATURA CORPORAL
DEL CHINCOL (Zonotrnichia capensis) EN ALTITU-
DES SIMULADAS. (Metabolfc response and body
temperature of the chincol (Zonotﬂichia capen-

84{4) in simulated altitudes). Novoa Bozi-~
novié, F. y Rosenmann, M. Depto.t Ecoléglcas,

Facultad de Cienclas, Universidad de Chile.
Una cafda en el p0z2 inspirado que excede el
ITmite de regulacidn, provoca en los mamfferos
una disminucién del metabolismo (M), proporcio
nal al grado de hipoxia experimentado. La sin
gular caracteristica del pulmén de las aves y
su amplia distribucidn altitudinal hacen espe-
rar que ellas demuestren una mayor resistencia
a la disminucién del p02 ambiental que la des-

crita en mam{feros.

El objetivo de este trabdjo es evaluar la
respuesta del chincol a un gradiente altitudi
nal simulado. -

Las mediciones de M se realizaron en 5 indi-
viduos de 20,321,9 g (X ¢ SD), sometidos a dis
tintos grados de hlpoxln (pOz 100 a 40 Torr) y
a temperaturas de ~-5°C a 25°C.

La respuesta aguda de I. capensis a la hipo-
xia experimental demuestra que M se mantiene
constante tanto en termoneutralidad como en el
frio y en atm6sferas de tan bajo p0s como las
existentes sobre 10.000 m (2,95%0,52 y 6,72¢
0,66 m! 02/g.h a 25°C y -5°C respectivamente),
A pesar de 13 mantencién de M, se observé una
marcada hipotermia que no es causada por una
disminucién en la produccién de calor,

La indiferenclia metabSlica a 1a hipoxia en
esta especie puede ser explicada por dos hipé-
tesis: 1. Aumento de la ventilacién y, 2. Au-~
mento en ta afinidad de 'a hemoglobina por 0,
durante la hipotermia.

Financlado en parte por proyecto DIB N1763~
8644, Universidad de Chile.



COMUNICACIONES LIBRES

UNIDAD ORGANO SUBCOMISURAL - FIBRA DE REISSNER EN
EL MURCIELAGO. (Subcommissural organ-Reissner's fi-
ber unit in the bat). Nualart,F.J. Instituto de His-
tologia y Patologia, Facultad de Medicina, Univer-
sidad Austral de Chile. (Patrocinio: S.Hein)

Se investigé la unidad érgano subcomisural-fibra
de Reissner (OSC-FR) de tres especies de murciéla-
gos aplicando métodos convencionales para microsco-
pia Optica e inmunocitoquimica usando un anticuerpo
especifico contra el material secretoric del O0SC.
También se realizé un estudio ultraestructural.

El1 0SC fue gomori-negativo, carecia de material in-
munoreactivo y a nivel ultraestructural no se encon-—
tré signos de actividad secretora. No se observd
FR y el canal central de la médula espinal estaba
obliterado o ausente.

Estos resultados muestran que el 0SC de murciélago
a diferencia de la mayoria de las especies de verte-
brados, carece de una actividad secretora, lo que
a su vez resultaria en la ausencia de la FR. Se
sugiere que la FR jugaria un rol en mantener el ca-
nal central de la médula espinal abierto y permea-
ble a la circulacidén del liquido cefalorraquideo.

Financiado Proyecto §5-85-39 Dir. Investigacién,
U.A.Ch. y Grant I/38 259 Stiftung Volkswagenwerk.

CARACTERIZACION DEL SITIO DE UNION DE Ca®** DEL
CANAL DE K¢ ACTIVADO POR Ca** DE MUSCULO
ESQUELETICO DE RATA. {Characterization of the
Ca®** binding site of the Ca®*®-activated K-
channel from rat skeletal muscle).
Oberhauser, A. Departamento de Biologia, Facul-

tad de Ciencias, Universidad de Chile.
(Patrocinio: D. Wolff)
El canal de K* activado por Ca** del

tabulo transverso de la rata es un canal iéni-
co, cuya actividad depende de la [Ca®**) intra-
celular y del potencial eléctrico a través de
la membrana. Con el objetivo de determinar las
caracteristicas fisicoquimicas del sitio que
liga Ca®**, se estudié el canal incorporado en
bicapag artificiales de fosfolipidos. Usando
esta técnica se determiné la secuencia de
afinidad del canal para una serie de cationes
divalentes, mediante la capacidad de estos
iones de activar el canal. Se encontré que la
secuencia relativa de afinidad del sitio que
une Ca** es, Ca®** (1) > Cd®**(1x10-3) >
Sr** (2x10-3%) > Mn** (1x10-%) > Fe®* (3x10-%) >
Co®* (2x10-%). Sobre la base de estos resulta-
dos se contruyé un modelo para el asitio que
une Ca**, basado solamente en interacciocnes
electrostéticas entre los cationes divalentes
Y grupos de unién aniénicos. Se encontré6 que
el modelo que mejor describe los resultados,
contiene dos grupos de ligamen (probablemwmente
carboxilicos) de radio 0,06 nm y espaciados en
0,20 nm. Los resultados cobtenidos para la
activacién del canal por Mg** y Ni** en pre-
sencia de Ca*, sugieren la existencia de un
sitio alostérico accesible por el lado cito-
plasmatico. La wunién de estos iones a este
sitio produciria el desenmascaramiento de
nuevos sitios especificos para Ca**.
Financiado por el DIB, Proyecto N°®-1984-8523
y Fundacién Tinker.
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DIFERENTES METODOS PARA LA DETERMINACION DEL
AREA MINIMA EN NOTHOFAGO-PERSEETUM BOLDETOSUM.
(Different methods to Determination of Minimal
Area in Nothofago-~Perseetum Boldetosum)}.
Nffiez,L. Laboratorio de Geobotdnica, Instituto
de BotAnica, Universidad Austral de cChile.
(Patrocinio: M, Romero).

El objetivo del presente trabajo es la des-
cripcidn de diferentes métodos empleados en la
determinacidn del drea minima.

Se realizaron inventarios en terreno en la
asociacidn Nothofago-Perseetum Boldetosum, en
las cercanias del rfo Bueno, proximo a la Ca-
rretera Panamericana Sur, provincia de Valdi-
via, DEcima Regifn.

Mediante la informacidn recogida en terreno
se procedid a la confeccidn de las tablas res-
pectivas, luego se dibujaron las curvas corrxes
pondientes,

Se recolectd informacidn bibliogrifica rela
cionada con las diferentes metodologfas utili-
zadas en la determinacidn del frea minima.

Se seleccionaron algunas metodologias, apli
cando algunas de ellas a la vegetacidn regio-
nal, de las cuales se dan a conocer los resul-
tados obtenidos en el bosque de Peumus boldus.

Se comparan los resultados obtenidos en el
bosque analizado.

se concluye gue la metodologfa tradicional
de Braun-Blanquet, es la mis simple y rapida,
no descartdndose el uso de otras que pueden
ser empleadas en la vegetacidn nativa.

MORFOMETRIA TRIDIMENSIONAL DE CELULAS DE MAMIFERQOS EN
FUNCION DEL PESO CORPORAL. (Three-dimensional mor-
phometry of mammalian cells as a function of body
weight). Ocqueteau, C., Cury. M., Morgado, E.,
Becker, L., Mujica, L. y Gonz8lez, U. Departamenio de
Preclinicas, Facultad de Medicina {Oriente), Universi-
dad de Chile, y Departamento de Matemdtica, Universidad
de Concepci6n. (Patrocinio: M. Cury).

El propdsito del presente trabajo es establecer en
forma cuantitativa la relaci6n entre las dimensiones
celulares (en micrometros) y la masa corporal (en
gramos). La morfometrfa celular comprende el estudio
histolégico de cinco 6rganos en nueve especies de
mamiferos de diverso tiamafio, desde el rat6n de 40 g
hasta la vaca de 450 kg. Los métodos de fijacién y de
tincién fueron estandarizados y los cortes seriados de
7 um de espesor se practicaron en dos dimensiones del
espacio que son ortogonales entre si; de modo que en
cada tipo celular se pudieron medir los tres diémetros
(ancho, alto y profundidad). Los promedios de 30
mediciones fueron analizados mediante dos programas de
computacién, a saber: 1) anédlisis de conglomerados;
y 2) anélisis estadistico descriptivo.

De los dendogramas de los diversos tipos celulares
se desprende que la mayoria de las células de mamifero
tienen dimensiones semejantes y Gnicamente los adipoci-
tos se caracterizan por una gran variabilidad en
cuanto a didmetro, superficies y voldmenes.
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LIPIDOS DE PULMON Y CORAZON DE RATAS MACHOS
CASTRADAS. (Lipids of lung and heart of cas-
trated male rat).

ggeda_y.s. y Giménez M.S.

C4dtedTas de Quimica BiolSgica II y Anatomfa y
Fisiologfa de la Facultad de Quimica,Bioquimica
y Farmacia de la Universidad Nacional de San
Luis. Chacabtuco y Pedernera - 5.700 - San Luis
Argentina.

Se estdi estudiando la regulacién de la lipogé-
nesis en animales castrados a fin de determi-
nar el grado de participacién de los andrfge-
nos en la sintesis de lipidos. Se determiné el
contenido de lipidos totales y de fosfolipidos
en pulmén y corazén de ratas machos adultos a
los 22 dias de castracién. Los lipidos fueron
extraidos por el método cldsico de Folch-Pi.
Los fosfolipidos se cuantificaron determinando
f8sforo.El cdlculo estadistico se realizé apli-
cando el test de Student para datos correlacio
nados, Se encontr8 que el contenido de lipidos
totales es significativamente mayor en pulmén
y corazén de ratas castradas. P<¢0.01 y P< 0.02
respectivamente., Los umol de fésforo/mg lipidoy
son 11% menores en animales castrados que en
los controles en los dos 6rganos estudiados.

P ¢0.05. Los resultados obtenidos sugieren que
la supresién de los_ testiculos en rata macho
determina acumulacién de 1ipidos en pulmdn y
corazbn.

PRESENCIA DE LECTINA EN EL EXUDADO RADICULAR DE SOUA (Presencs
of lectin in soybeen root exudete). Olive, C. v Daleo, @ Instituto d8
Investigaciones Bioldgicas y Dpto. de Biologia, Facultad de Ciencias Exactas
Universidad Nacional de Mar del Plata.

Se ha postulado que las lectinas tendrian un papel como determinantes
de la especificided en el establecimiento de 18 relecion simbidtica entre
leguminases y Ah/zabium. En soja hen sido caracterizades la lectina de
semilla y rediculs; se ha demostrado también una modulacion en los
niveles y activided de la lectina de radicula en condiciones que regulan et
desarrollo noduler. En este trabejo se demuestra la presencia de lectina en
el exudado radicular de soja y 3¢ la caracteriza parcisimente.

Se ha detectado lectina en el exudedo de radiculas de soja de dos dias de
crecimiento. Esta lectina muestra activided aglutinante sobre Rhiabnm
Jaoonicum y eritrocitos, activided que es inhibida si el haptene, galactosa
es agregedo &) medio. Se cuantifico por medio de activided aglutinante e
inmunadifusion radial, lo que permitid determiner un esumento
importante en 10s niveles de lectina en el exudado de radiculas de 48 hs de
crecimiento. Esta lectina fue purificads en columnas de ofinidad
Sepharosa-rafinosa. La lectina asi purificads demostrd tener el mismo
patrén de bendes que 18 lectina de semilla en Ouchteriony e idéntica
movilided electroforética en geles de SDS-Poliacrilamida Experimentos
preliminares indicarian que 18 presencia de nitrato o amonio en el medio
modularian los niveles de lectine en el exudado, de menera similar & la
lectina de superficie radicular. £1 estudic de los factores que regulen ls
acumulacion de la lectina en el exudado permitird aportar evidencies
experimentales en foevor del verdadero rol de la lectine en el exudedo
radicular. La presencia de lectina en e! exudado radicular podria indicar
que el proceso de reconocimiento se inicia en la rizosfera, antes de 1s
union de Je bacteria e 1a planta huésped.

Subsidios de CIC, SUBCYT y CONICET.
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MOVIMIENTOS DE DEFORMACION MEIOTICA EN EL HUEVO DE SAN
GUIJUELA: CARACTERISTICAS Y RESPUESTA A DROGAS. (Meiotic
deformation movements in the leech eaq: characteristics
and response to drugs). Olea, N., Matte, C. y Fernindez,
J. Dept. Biologia. Fac. Ciencias, Univ. de Chile.

El huevo de T. rude exhibe una sucesifn estereotirada
de episodios de deformacidn asociados con la terminacién
de la meiosis, el establecimiento de dominios oorlasmi
cos y la citoquinesis. Fay evidencia que la motricidad
del huevo resulta de la contraccidén de una red ectoplas
mica de filamentos de actina. Sin embargo, distintos é
pisodios de deformacidén difieren marcadamente entre si.
Por tanto, parece razonable sospechar que el citoesquele
to de actina del huevo indiviso sufre cambios ritmicos
de organizacidn. En esta presentacién se comparan los
movimientos de deformacidn asociados con la descaraa de
los polocitos (Pol.), se determina la sensibilidad de es
tos procesos a la citochalasina B{(CIT-FE) y colchicina y_
se explora la estructura fina del ectoplasma ovular.La
emisién del Pol. I es precedida por una onda de contrac
cifn que se desplaza entre el ecuador y el polo aniral,
Dosis altas de CIT-B (40-75 nug/ml) blogquean esta onda y
la emisidn del Pol., dosis intermedias (30-40 ug/ml) in
ducen reabsorcidn del Pol. (polocito fantasma) y dosis”
bajas (10-30 ug/ml) producen Pol. intactos pero previe
nen la citoquinesis I. La emisidn del Pol. II es pzecé
dida por la deformacidn del hemisferio animal, que adap
ta la forma de cono. Este proceso es blogueado por do
sis altas e intermedias de CIT-B y un Pol. fantasma T
no parece formarse. Dosis altas de colchicina (10-2 M)
destruven el niicleo meidtico, no afectanlos movimien-
tos de deformacién v forman Fol. fantasmas I v II. Se
propone un modelo de organizacidn del huevo meidtico
que incluye: a) una reqgidn discreta, diferenciada y pre
determinada de ectoplasma que constituye el polo ani__
mal y b) una red de actina probablemente sometida a os
cilaciones de equilibrio mondmero-polimero y capaz de
efectuar contracciones de tipo isotdnico e isodiamétri
co (Proyecto B-1987/8635 DIB, Universidad de Chile) -

FUNCION ENDOCRINA EN RATAS TRATADAS CON MELATONINA
(Endocrine function in treated rats with melatonin).
Olivares, A, y N@fiez, S. Unidad de Biologfa de la
Produccidn. INTA, Universidad de Chile.

Ratas inmaduras de 20 dias de edad inyectadas duran
te 20 dias con melatonina presentan disminucidn en el
peso del testiculo, epididimo, vesiculas seminales y
prdstata.

En este trabajo se analizan par@metros endocrinos
a fin de conocer el grado de compromiso de la funcidn
hormonal testicular.

Con este propdsito ratas Wistar de 20 dias se inyec
taron con 100 ug de melatonina hasta los 40 dias de
edad. Al dia siquiente de la Giltima inyeccidn se sacri
ficaron; se determind LH y testosterona circulante por
RIA y niimero de receptores en células de Leydig.

Células intersticiales se incubaron sin o con 5 UI
de HCG por 3 horas y se determind testosterona produ
cida por método de RIA.

Los resultados obtenidos indican que los animales
tratados presentan bajos niveles de LH cuando se los
compara con los animales controles, (5ng/ml y 33ng/ml
respectivamente) .

Al analizar la capacidad esteroidogénica de las cé
lulas de Leydig "in vitro" se encontrd que la testos
terona sintetizada por induccién de HCG estd disminui
da en los animales tratados a pesar que las células
de Leydig presentan un mayor niimero de receptores pa
ra LH/HCG.

Se puede inferir que en ratas inmaduras melatonina
exBgena no sdlo afectarfia al hipotdlamo y/o hip&fisis
sino que ademds la funcién endocrina del testiculo.
Futuros trabajos permitirdn evaluar las alteraciones
de la via esteroidogénica de las células de Leydig.

Financiado por DIB. U. de Chile.Proy. N°2020-8633.
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ACCIOH INHIBITORIA COMPETITIVA DE PROGESTERONA
(PA ) SOBRE LA 3 (b - HIDROXIESTEROIDE DEHIDROGENASA
M- A, ISOMERASA (3P SDH) EN MICROSOMAS Y TEJIDO PLA-
CENTAL. (Competitive inhibitory action of Progeste-
rone. (PA”) on 3 -Hydroxysteroid dehydrogenase
- isomerase (3§ SDH) enzyme of microsomal and
p?aceﬁial tissue) Olivier,N.S.; OGenti-Raimondi, S.;
Patrito L.C.; Flury, A,
Departamento de Bioquimica Clinica. Facultad de Cien-
cias Quimicas. Universidad Nacional de Cérdoba.
Argentina.

Comunicaciones previas seifialan que algunos esteroi
des (androstenediona,testosterona y dehidroepiandrosge—
rong) suprimen la conversién Pregnenolona (P )-
P tanto en ﬁistema celular como acelular. En tanto
otros como PA’,Estrona y Estradiol solo inhiben en
este (ltimo cgso (PABS 1984). La faltasde egecto inhibi
torio de PA” en la conversién PA~-PA” en tejido
respecto a microsomas fue examinada midiendo las propie
dades cinéticas de la enzima (BbSDH) en sisSemag optimi
zados de trozos d% tej%do y microsomas. La “HPA" forma-
da, asi como la “HPA~ remanente, fueron aisladas del
sistema de incubacién por procedimientos cromatografi-
cos y llevados a actividad especifica constante. Los
resultados indican un Km de 0,55 pM en microsomas
y 2,1 pM en tejidg. El andlisis cinético del efecto
inhibitorio de PO~ sobre la actividad de la 3@SDH
revela que este esteroide, actla como un inhibidor
competitivo de la enzima, con un Xi de 0,6 y 1,8 pM
para microsgmas y tejido respectivamente. Se concluye
que la PA " actuaria "in vivo” regulando sus propia
formacién y que las diferencias observadas en los
sistemas de conversidén son justificadas por las diferen
tes constantes de inhibicién halladas.

DISTRIBUCION NUCLEAR DEL ANTIGENO T EN CELULAS
TRANSFORMADAS POR SV40.CORRELACION CON LA ACTI_
VIDAD FROLIFERATIVA.(Nuclear distribution of T-
antigen in SV40-transformed cells.Correlation
with cell growth rate). Ordenes,E. y Santos,M.

ESTUDIO DE LOS ANTIGENOS PROTEICOS DE BRUCELLA,
(Study of the Brucella protein antigens). Angel
Oiiate y Gfsela Eller. Instituto de Medicin@ ExX
perimental, Universidad Austral de Chile.

Los antfgenos protefcos juegan un rol pre-
ponderante en la induccidn de la respuesta in-
mune celular contra Brucella, en contraste con
los lipopolisaciridos que portan los antigenos
inmunodominantes para la respuesta inmune humo
ral.

En el presente trabajo se extrajeron las
proteinas de Brucella 8p. y se estudiaron me-
diante electroforesis en geles de poliacrila-
mida SDS, Los geles fueron sometidos a tincidn
diferencial para protefnas, lipidos y polisaca
ridos o usados para transferir las proteinas
bandeadas a membranas de nitrocelulosa con el
fin de realizar un estudio mids completo de
ellas.

Los resultados muestran que es posible dis
tinguir mediante esta t&cnica aproximadamente
45 bandas diferentes, la mayoria de las cuales
contiene ademds de protefinas, lfipidos y carbo
hidratos en cantidades importantes. Ademis re
sultados preliminares permiten afirmar que las
proteinas de bajo peso molecular (entre 14,500
y 10.000) son las mis importantes desde un pun
to de vista inmunogénico.

Financiado por United Nations University
Contract 85-111 e International Foundation for
Science Grant B/947-1.

(Patrocinie: Dr, Hugo Folch).

FLUJOS METAROLICOS DE ACIDDS GRASOS EN HEPATOCITOS
AISLARDS, EVALUACION DE LA CONTRIBUCION PEROXISOMAL.
{Metabolic fluxes of fatty acids in isolated
hepatocutes., Evaluation of reroxisomal contribution).
Orellanarsh.sy u BRronfmansk. Lab, de Citoladlia

Depto.Biologia Celular y Genetica.Fac.Medicina,
Div.Norte. Universidad de Chile.

Las células transformadas por SV40 sinte-
tizan el antigeno tumoral mayor (ag-T),de ori-
gen viral, que se localiza en el nucleo y en la
superficie celular.Entre otras funciones, el ag
T es capaz de unirse al DNA celular e inducir
su replicacidn, lo que sugiere que podria par-
ticipar en el control de la proliferacion de es
tas células.Una forma de abordar este problema
consiste en definir la dindmica de las interac-
ciones del ag-T con determinadas estructuras
subcelulares, en relacidn con la actividad pro-
liferativa.El objetivo de este trabajo fue de -
terminar el patrdon de distribucién nuclear del
ag-T tanto en poblaciones con distinta activi-
dad proliferativa, como en células en G,,S o G
Con este objeto, se sincronizé células fKSA-As
mediante tratamiento con Hidroxiurea, y se obtu
vo poblaciones celulares con distinta fraccidn
proliferativa, variando las condiciones de cul-
tivo. El ag-T se detectd mediante la reaccidn
de inmunoperoxidasa (FAP). )

Los resultados mostraron que el patron de
distribucidn nuclear del ag-T varia de acuerdo
al estado proliferativo de las células y se mo-
difica a lo largo de G,,S y G2.E1 ag-T presenta
una distribucion similar a la“del DNA durante
la interfase, es excluido de los cromosomas en
la mitosis y de nuevo es nuclear al inicio de
otro ciclo. Estas variaciones ciclgcas podrian
estar relacionadas con la mantencion de las ce-
lulas transformadas por SV40 en constante pro-
liferacion.Proyecto 1137 Fondecyt,B2366-8613DIB

2
(s}

Ricauimicas Beto. de Riolosdfa Celulary F.
Universidad Catélica de Chile.

La beta oxidacidn de scidos grasos en el hisado se
puede realizar en mitocondrias ¥ reroxisomas. No esta
claro adn cudl es el arorte aue realiza cads una de
estas vias @ 1la oxidacién total de Scidos srasos
hepética, Se ha rostulado aue la acetil-carnitina
seria un rroducto de oxidacidn reroxisomal., En este
trabajo se realizé un andlisis cuantitative del
compartisiento de acetil-carnitina celular en
heratocitos aisladoss provenientes de ratas norsales g
tratadas con Cirrofibratos una drosa hirolisidesiante
aue ausents en un orden de sadnitud la oxidacidn
reroxisosal, Los resultados suestran aue en
heratocitos provenientes de ratas tratadas el tasafio
del cospartisiento de acetil-carnitina es mawor w la
velocidad de recambio asumenta arroximadasente un orden
de masnituds con resrecto 3 los heratacitos de ratas
control., La clorpromazina, droda aue inhibe
selectivasente la beta oxidacién reroxisomal hace caer
el nivel de acetil-carnitina en un 35%, en heratocitos
aislados de rata tratada. Considerando 1a hirétesis
aue ls beta oxidacidn reroxisosal rroduce
acetil-carnitina, se disefic un sodelo de flujo de
4cidos drasos. El aJuste de los datos exmrerimentales
al wmodelo indican aue este €s una buena arroxisacidén
rara resclver el problema de fluic de Scidos drasas
por asbas vias de beta oxidacién, Se concluve aue al
oxidarse &cido lsurico los reroxisomas rroducen
acetil-carnitina o aue el flujo a traves de
PErOXisom3s NOC €s savor un  10%, incluso en

3
heratocitos de ratas tratadas con cisrofibrate.
{Financiado ror prosecto DIUC B82/84)
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CARACTERIZACION DEL SISTEMA DE MONOX{GENASAS RENAL QUE
CATALIZA LA OXIDACION ANDROGENOS,(Characterization of -
renal monooxygenases system that catalized androgens -
oxidation). Orellana M.; Weinberger J.;Vasquez,HDeparta-
mentos de Bioqulmica,Divisién Norte y Departamento de Me-
dicina Experimental,Divisién Sur,Facultad de Medicina =~
Universidad de Chile.

Citocromo P-450 es la oxidasa terminal en el sistema de
monoxigenasas microsomales que metaboliza compuestos 1i-
pofilicos exégenos y endégenos.Esta hemoproteina se en -
cuentra principalmente en el hlgado, pero también est4
presente en 6rggnos extrahepdticos, tales como rifién y
pulmén. El sistema de monoxigenasas hepdtico ha sido bien
caracterizado, pero no ocurre lo mismo con el sistema re
nal.

En este trabajo se estudié el metabolismo renal de algu-
nas hormonas esteroidales en ratas machos adultas de 210
grs.de peso de la cepa Wistar. La capacidad oxidativa -
del sistema de monooxigenasas en el rifi6én se midi6 utili
zando como sustratos, Testosterona (T) y Androstenediona
(A). Los productos de oxidacién se analizaron por HPLC
segdn la técnica de Mancilla y Gil (Analytical Letters
17,873 - 886, 1984),

El rifién de rata contiene un quinto (0.12 n mol/mg.pro-
teina) del contenido de citocromo P-450 del hfgado, sin
embargo, catalizé en forma muy eficiente la oxidacién de
(A) y (T). Los principales metabolitos de (A) fueron

(T) y 6 B-OHA. Cuando se utilizé (T) como sustrato,se ob
tuvo principalmente (A). La formacién de los productos,
fue inhibida por la presencia de C0 indicando que el
P-450 participaen la oxidacién de estos sustratos. Estu-
dios comparativos de rifién e hfgado, sugieren que las -
isoenzimas dz citocromo P-450 presentes en el rifién po -
drfan ser diferentes (en proporcién y/o naturaleza) a
tas del hfgado.

Financiado por proyecto B: 1970-8635 del DIB, Universi -
dad de Chiie y 8025 del FONDECYT,

EFECTO DESACOPLANTE DE IONOMICINA SOBRE
MEMBRANAS TILACOIDES DE ESPINACA (Uncoupling
effect of spinach thylakoids by lonomycin). Orellano, E.G. ,
Wegner, R. y Andreo, C.S.

Centro de Estudios Fotosintéticos y Bioqufmicos (CONI-
CET, Fund. M. Lillo, Universidad Nacional de Rosario).
Suipacha 531, 2000 Rosario., ARGENTINA.

La ionomicina es un antibi6tico producido por Strep-
tomyces conglobatus ATCC 31005, La mayorfa de los an-
tiblgticos de este tipo son altamente especificos para
cationes monovalentes, mientras que i%omlcina lo es para
cationes divalentes, especialmente Ca” . En este trabajo
se informan los efectos que este antibi6tico posee sobre
reacciones dependientes de luz de las membranas tila-
coldes.

fonomicina en una concentracién 3 uM desacopl§ el
transporte fotosintético de electrones entre agua y metil-
violégeno, siendo més efectiva su (“cidn elb*presencla
de cationes divalentes tales como Mz o Ca”. El gra-
diente protSnico que se establece al iluminar una suspen-
sién de membranas tilacoides fue colapsado por la adicin
de ionomicina. El efecto del antlblﬁuﬁo fue drésticamente
incrementado cuando se agregb Ca ~ al medio de reac-
cién, La dependencia por cationes divalentes fue clara-
mente maniﬁest& a bajas concentraciones del ionSforo,
ocasionapdo Ca un estfmulo preferencial comparado
con Mg“ . La fotofosforilacién fotosintética fue comple~
tamente inhibida por 8 uM lonomicina. El 1 {concen-
tracién de jonomicina que produce el 50 % de inhibici6n)
fue de 2-3 uM tanto para la fotofosforilacidn ciclica
como para la no ciclica. Con estos resultados podemos
concluir que ionomicina actlia desacoplando la sintesis
de ATP del transporte de electrones presumiblemente
al colapsar el gradiente proténico, catalizando un inter-
cambio de protones por cationes divalentes.
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MECANISMOS DIFERENTES EN EL FPROCESAMIENTO DEL
EXTREMO S° DE 1L0OS FRECURSORES DEL tRNA DE
HISTIDINA EN E. coli Y D. melanogaster.
(Different mechanisms for processing at the S5’
end of tRNA His precursors in E. coli and
melanogaster.) Orellana, 0., Cooley. L,
soll, D.

Department of Molecular
Biochemistry. Yale University,
de Bioquimica, Fac. Medicina, U. de Chile.

Los tRNA de Histidina poseen un nucledtido de
guanosina estra en el extremo 5° terminal,

D.
Y
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camparados con las otras especies de tRNA. En
D. melanogaster y S. pombe 1los genes que
codifican para este tRNA no poseen la base

extra codificada en su secuencia, en cambio los

de E. coli y B. subtilis presentan una guanina
en la posicion -1 (numeracidn estandar de los
tRNAY. Estudias previos han demostrado que el
nucledtido de guanina extra en el tRNA His de
D. melanogaster es adicionado post
transcripcionalmente por una actividad
enzimidtica presente en un extracto de células
en cultivo de ese organismo (Cooley et.al. FNAS

79:6475(1982). La enzima ha sido purificada vy
presenta un peso molecular de 22008 en geles
con SDS. Mediante la utilizacidn de precursores
del tRNA sintetizados in vitro, se ha observado
la formacidn de un posible intermediario que
sugiere gque la activacidn del precursor del
tRNA es una etapa previa en la reaccion de
adicidn. El procesamiento in vitro de
precursaores del tRNA His de E. coli, por un
extracto de las células y por el M1 RNA
(componente catalitico de la RNasa P),demostrd
que el nucledtido extra es codificado por el
DNA en esta bacteria. La presencia del
nucledtido extra en el tRNA His de E. coli se
debe a un procesamiento anormal por la RNasa P.
Financiado por NIH y U. de Chile.

POLIMORFISMO GENETICO EN Pleurodema thauf (ANURA: LEPTO-
DACTYLIDAE). (Genetic polimorphysm in PLeurodema thaud
(Anura: Leptodactylidae)). Ortiz, J.C., Troncoso, L. y
Galleguillos, R. Departamento de Zoologia, Facultad de
Ciencias Biol6gicas y de Recursos Naturales, Universidad
de Concepcién y Departamento de Biologia y Tecnologia
del Mar, Pontificia Universidad Catélica de Chile, Sede
Talcahuano.

Pleurodema thaul es considerada una especie de am-
plio rango de distribucidn que se extiende desde Copiapé
(27°22'$-70°20'W) hasta Aisén (45°24'$-72°42'W) en terri
torio chileno, y en la regidn de Nahuel Huapi en Argenti
na.

Observaciones carioldgicas y de comportamiento re-
productivo como amplexus y canto han sugerido que bajo
el nombre de P. thauf estdn consideradas varias entida-
des taxondmicas diferentes.

El presente trabajo se realiza sobre cinco poblacio
nes (Copiapd, Pajonales, Valparafso, Concepcidn y Osor-
no) en base a datos obtenidos por electroforesis horizon
tal en gel de almidén, en las cuales se analizan 18 loci
enzimidticos. De éstos, siete resultaron polimérficos.
El mayor porcentaje de polimorfismo se encuentra en la
poblacién de Valparaiso y el menor en la poblacidén de Co
piapé. -

De los datos obtenidos, la poblacién de Osorno se
caracteriza especialmente por la presencia del locu Est
2, el cual no se observa en las otras poblaciones. Fi-
nalmente se discute el estatus taxonémico de las pobla-
ciones estudiadas y sus relaciones con taxas descritas.

Financiamiento: Proyecto 20.38.04 Universidad de Concep-
ciodn.
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SINTESIS DE VARIANTES DE HISTONAS DURANTE EL PRIMER
CICLO DE SEGMENTACION DEL ERIZO DE MAR. (Synthesis
of histone variants during the first cell cycle of
sea urchin embryos). Oyarce, A.M., Merino, V., Ma-
ssone, R. Departamento de Biologia Molecular, Uni-
versidad de Concepcidn, Chile.

Los estados tempranos del desarrollo embrionario
de erizo de mar se caracterizan por ciclos celula -
res cortos y una rdpida duplicacidn de DNA que pre-
valece hasta el estado de mérula, lo que implica la
necesidad de una disponibilidad de proteinas cromo-
sales tipo CS para ser ensambladas al DNA neosinte-
tizado.

Con el objeto de estudiar la sintesis y ensambla
je a cromatina de las variantes histénicas tipo CS
durante el primer ciclo de segmentacién de embrio -
nes de Tetrapfgws nigen, se analizé la  incorpora-
cién de 3H-L aminodcidos a proteinas acido solu-
bles, tanto nucleares como citoplasmdticas mediante
método fluorografico.

Nuestros resultados obtenidos en embriones de Te
trapsgws nigen demuestran que durante la fase pre -
replicativa se sintetizan fundamentalmente dos pro-
teinas bdsicas, las cuales no se ensamblan a la cro
matina durante este periodo. En la fase replicati-
va se observa que existe una proteina tipo HMG y
proteinas de las variantes CS que son sintetizadas
y ensambladas a la cromatina de cigoto en esta fa-
se.

Estos resultados sugieren una relacion temporal
entre la sintesis y ersamblaje de variantes histéni
cas tipo CS con la fase S del ciclo celular en Te-
thapyaus nigen al igual que en otrps sistemas bio-
16gicos.

20.31.06 DI Universidad de Concepcidn
1082/85 FONDECYT

Proyectos:

CARACTERIZACION DE CASEINAS QUINASAS EN Mucor rouxii
(Characterization of casein kinases in Mucor rouxii).
Pardo,P., Passeron,S., Moreno,S.

Departamento de Quimica Biolbdgica, Programa de Regula-
cidn Hormonal y Metabdlica, Facultad de Ciencias Exac~
tas y Naturales, Universidad de Buenos Aires.

Las caseinas quinasas son proteinas ubicuas que se ca-
racterizan por su insensibilidad a cualquiera de los e-
fectores conocxdos para otras protelnas quinasas, como
CAMP, cGMP y catt y por preferir caseina y fosvitina
como sustratos artificiales. El1 objeto de este trabajo
es la caracterizacidn de estas enzimas en el hongo M.
rouxii. Hemos encontrado dos caseinas quinasas separa-—
bles por DEAE-Sepharosa a las que llamamos CK I y CK II
segiin su orden de elucidn. En fosfocelulosa la CK I e-
luye a 0,4 M NaCl mientras que la CK I1 sdlo se retiene
parcialmente a baja fuerza iSnica mientras que a alta
queda fuertemente retenida en la resina y eluye entre
0,6-0,7 M NaCl.Los coeficientes de sedimentacidén deter-—
minados en gradientes de sacarosa resultaron ser 3,5 §
para la CK I y 7,4 S para la CK 1I, de los cuales se
deducen pesos moleculares de 40 K y 127 K respectivamen—
te. Ambas enzimas utilizan ATP como dador de fosfato con
K, ap. de 40 uM para la CK I ¥+10 uM para la CK 1I y son
totalmente dependientes de M ; alcanzan el miximo de
velocidad con 2.5 mg/ml de CaSEIDE Se encontrd que am-
bas enzimas prefieren como sustratos proteinas Acidas co-
mo caseina y fosvitina. La CK I es fuertemente inhibida
por KCl, mientras que la CK II es levemente estimulada
por KCl, con un Jptimo entre 200-250 mM. La CK II resul-
ta inhibida por heparina con una I5g de 35 nM y presenta
una importante estimulacién por espermidina y espermina.
La CK I, en cambio, es inhibida por poliaminas. De acue-
do a su comportamiento en DEAE-Sepharosa y fosfocelulosa,
a sus pesos moleculares y a su sensibilidad a la heparina
y poliaminas podemos homologar la CK I con las caseinas
quinasas de tipo 1 y la CK Il con las caseinas quinasas
de tipo 2 encontradas en otros organismos.
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BIOSINTESIS Y EXPRESION DE GANGLIOSIDOS COMPLEJOS DU-
RANTE LA DIFERENCIACION IN VITRO DE CELULAS DE RETINA
DE EMBRION DE POLLO. (Biosynthesis and expression of
complex gangliosides during differentiation of clrick
embryo retina cells in vitro).

Panzetta, P., Gravotta, D. y Macciouni, H.J.F.

Centro de Investigaciones en Quimica Bioldgica de Cdr-
doba (CIQUIBIC-UNC—CONICET). Dpto. Quimica Bioldgica,
Fac. de C. Quimicas.C.C:61;5016-CSrdoba, Argentina.

Se cultivaron células disociadas de retina de em-
brién de pollo de 7 dfas de edad en cubrecbjetos cu-
biertos con nolilisina. Al momento de la siembra las
células son redondas y nequeflas, diferenciindose a
medida que progresa el cultivo. La mayoria de las cé&-
lulas incrementaron su difmetro y emitieron procesos.
Se observaron escasas c&lulas anlanadas (nrobablemente
células gliales de Miiller). El contenido de nroteina
y de DNA se mantuvaesenclalmente constante hasta 7
dfas'in vitro'(7 DIV). La incormoracidn de radiactivi-
dad en ganglifsidos a partir de “H-glucosamina a 7
DIV fué un 65% resmecto al valor inicial (1 DIV). La
incornoracifn de 3H—timidina, en DNA, como medida de
la actividad proliferativa, disminuyd a un 107 a nar-
tir de 3 DIV. Al mismo tiemno cronoldgico que "in ovo"
la sintesis de GD3 disminuyd de un 70% a 1 DIV a un 7%
a 7 DIV, mientras que la sintesis de GDla incrementd
de un 6% a 1 DIV a un 70% a 7 DIV. Estudios inmunocito-
quimicos evidenciaron la presencia de ganglidsidos
complejos en el cuerpo celular y en los nrocesos de las
células neuronales. Con esta metodologia se observé que
los gauglidsidos complejos estarian ausentes (o al 1i-
mite de su deteccidn) en las células gliales.

Se concluye que el cambio en la modalidad de sinte-
sis de ganglifsidos, de simnles (GD3) a complejos
(Gbla) ocurre en neuronas y es contemporaneo con la di-
ferenciacidn morfolégica de las mismas.

EFECTO DEL SODIO EXTRACELULAR EN LA PRODUCCION
DE ALDOSTERONA. POSIBLE ROL DEL INTERCAMBIADOR
Na/Ca. (Effect of Fxtracellular Sodium on al-
dosterone production. Na* - Cal* exchange as a
mediator). Parra y Marusic Depto.
Fisiol, ¥y Biof1s., Fac. Me31c1na, de Chile.
La secrecifén de Aldosterona por células de 1la
zona glomerulosa de la glindula adrenal es regu
lada por diferentes estimulos como el ién pota-
sio, angiotensina TI y ACTH, Existen eviden--
cias en la literatura que sefialan gque estos es-
timulos inducen un aumento del calcio citos6li-
co. Este aumento del calcio citos6lico se debe
a la liberacién de calcio desde compartimentos
intracelulares como a influjos desde el exte--
rior. Fn la remocibn del calcio citos6lico po-
drfan participar Ca-ATPasa y/o intercambiador
Na/Ca, entidades aun no identificadas en las cé
lulas de glomerulosa. Con el fin de estudiar
la existencia de un intercambiador Na/Ca en la
membrana plasmitica de estas células, se anali
26 el efecto de Na en la esteroidogénesis. Los
experimentos se realizaron en un sistema de pe-
Trifusi6n de células de glomerulosa de adrenal
de bovino. Variando la concentracién de Na ex
terno y reemplazfindolo isoosmSticamente por cTo
ruro de colina. Se encontr$ un aumento 51gn1f1
cativo de la esteroidogénesis, de 3 a 5 veces
los valores basales al bajar el Na 140 mM a 24
mM en el perifusado. Este estimulo fue depen-
diente de la presencia de Ca extracelular. Al
medir el eflujo fraccional de células previamen
te cargadas con (Ca-45 se encontr6 una disminu-
cifén del 20% del eflujo concomitante con la ba-
ja en el Na externo que se correlaciona tempo-
ralmente con un aumento de la Aldosterogénesis.
Sugiriendo la posible participacifén del inter-
cambiador Na/Ca en el fen6meno descrito.
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IDENTIFICACION DE UNA PROTEINA SINAPTOSOMAL QUE INMUNO~
REACCIONA CON SUEROS ANTI-PROTEINA BASICA DE MIELINA.
(Identification of a synaptosomal protein immunoreac-
ting with anti-myelin basic protein antisera).

Pedraza, L.T., Roth, G.A. y Cumar, F.A.

Departamento de Quimica Bioldgica. Facultad de Ciencias
Quimicas. Universidad Nacional de C8rdoba. Argentina.

La encefalomielitis aldrgica experimental (EAE) es
una enfermedad autoirnmune demielinizante con sintomas
de pardlisis que puede ser inducida por inyeccidn de
mielina de SNC en adyuvante de Freund completo. La pro-
teina bdsica de mielina (PBM) es el principal antigeno
responsable de la aparicidn de los sintomas clinicos.
Algunos roedores tienen 2 6 mds PBM de PM entre 14 y
21.5 K. Ademds, en cerebro de ratdn se han descripto va
rios polipéptidos de PM entre 25 y 100 K que son capa
ces de reaccionar immunoldgicamente con anticuerpos an—
ti-PBM. A la fecha ninguna de &stas diltimas proteinas
ha sido identificada. En este contexto, usando una téc-
nica de inmunodeteccidn de proteinas de fracciones sub-
celulares purificadas, transferidas a ldminas de nitro-
celulosa despu@s de separacidn electroforética, observa
mos que esas proteinas de alto PM se encontraban concen
tradas en la fraceidn sinaptosomal con respecto a la
fraccidn de mielina. Las principales proteinas relacio-
nadas inmunoldgicamente con PBM corren en geles como un
doblete de PM aparente de 80-86 K y fueron tentativamen
te identificadas como sinapsina Ia y Ib, proteinas de
naturaleza bdsica especificas de vesiculas sindpticas.
Una preparacidn de sinapsina purificada tambi&n inmuno-
reacciond con sueros anti-PBM. Adem@s, un suero anti-
sinapsina fue capdz de reconocer las PBM. Teniendo en
cuenta que PBM es el principal antigeno encefalitogéni-~
co se concluye que agentes immunoldgicos producidos en
el animal sensibilizado con PBM son capaces de recono-
cer proteinas extramielinicas, lo cudl podria tener im-
plicancia en el proceso de EAE.

ULTRAESTRUCTURA DEL ESPERMATOZOIDE DE Diplodon chilensis
chilensis (MOLLUSCA: BIVALVIA). (Ultrastructure of the
spermatozoon in D. ch. chilensis). Peredo, S., Garrido,
O. y Parada, E. Departamento de Biologfa, P. Universidad
Catélica de Chile-Temuco e Instituto de Embriologfa,Uni~-
versidad Austral de Chile.

Con el objeto de establecer la existencia de alguna
relacidn entre las caracterfsticas de la reproduccidn de
D. ch. chilensis y la morfologfa del espermatozoide de
esta especie, se fijaron pequefios trozos de génada de ma
chos y espermatozoides obtenidos por puncién en TAM para
MET y MEB respectivamente.

Se pudo establecer que el espermatozoide estd for-
mado por una cabeza ligeramente alargada de 8 um de lon
gitud y 2 um de difimetro,pieza intermedia formada por un
anillo de 5 mitocondrias y un flagelo simple de 28 um
de longitud y 0.3 um de difmetro.

A nivel de la cabeza se encuentra un niicleo granu-
lar en cuya base existe una fosa de implantacidn donde
se articula la pieza conectante. No existe acrosoma. En
regidn central de la pieza intermedia se observa una
estructura fibrosa densa que conecta el niicleo con el
flagelo. Ademds existen algunos grdnulos de aspecto de
glicdgeno distribuidos tanto en la cabeza como en la
pieza intermedia.

Diplodon chilensis chilensis tiene un espermatozoi
de del tipo primitivo segin la clasificacifn de Franzén
(1969), aldn cuando la fertilizacién se realiza en el in
terior de la hembra.

Financiado por Proyecto 2-86-2 CIPUCT.

COMUNICACIONES LIBRES

CAMBIOS EN LA CONCENTRACION DE n—butil—ﬂ—carbolina—B-caL
boxilato (BCCB) EN LA CORTEZA CEREBRAL DE RATAS SOME-
TIDAS A UN STRESS AGUDO. (Concentration changes of
n-butyl-/3 -carboline-3-carboxylate (2 CCB) in the cere-
bral cortex of rats submitted to an acute stress). Pefia
C.*, Medina, J.M.*¥, Novas, M.L.**, De Robertis, E,**
and Paladini, A.C.*.

#Instituto de Quimica y Fisicoquimica Bioldgicas (UBA-
CONICET), Facultad de Farmacia y Bioquimica.

*¥% Instituto de Biologia Celular, Facultad de Medicina
Universidad de Buenos Aires, Argentina.

fgCCB es un inhibidor competitivo de la unién de ben-
zodiazepinas a receptores presentes en el sistema nervig
so central. Fue aislado recientemente de corteza cere-—
bral bovina y su purificacién incluyb etapas de filtra-
cibén por tamices moleculares de Sephadex G-25, distribu-
cibén en contracorriente y varias cromatografias en colum
nas de alta eficiencia con fases reversas de C1 y CA'

Fn el estudio de la naturaleza quimica de es?e ligan-
do endégeno se identificd por espectrometria de masa al
butil ester del &cido/3-carbolina-3-carboxilico. Esta
identificacién fue confirmada por espectroscopia UV, y
HPLC en comparacién con el compuesto sintético.

Ratas sometidas a un stress agudo presentaron un
gran aumento de los niveles cerebrales normales de {3ccB
y esta variacién fue bloqueada por una inyeccién previa
de diazepam. Por el contrario, en el cerebelo no se de-
tectaron cambios en situaciones de stress agudo.

La correlacién de estos resultados con otros previos
en los que la unién de benzodiazepina marcada disminuyé
en cerebro, pero no en cerebelo, en casos de stress agu-
do, permite postular una posible relacién entre el ligan
do endégeno aislado y los estados de ansiedad.

INACTIVACION DE LA PAPAINA POR 1,4-BENZOXAZINONAS.
(Inactivation of papain by 1,4-benzoxazinones).
Pérez, F.J. y Niemeyer, H.M. Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile.

La 2,4-dihidroxi-7-metoxi-1,4-benzoxazin-3-ona
(DIMBOA), el principal &cido hidrox&mico de extractos
de mafz y trigo, es téxico hacia una amplia gama de
organismos. Esta toxicidad ha 8ido atribuida a 1la
inhibicién de sistemas enzimAticos relacionados con
el metabolismo energético, mediada por su reaccién
con grupos sulfhidrilo de las enzimas. En este traba-
jo se describe la reaccién del DIMBOA con la papaina,
una tiol-proteasa que posee un (nico grupo SH en la
molécula, ubicado en el sitio activo.

El DIMBOA inactivé la papafina por reaccién con
el grupo SH de ésta. Estudios cinéticos indicaron la
formacién de un complejo reversible entre el DIMBOA
y la papaina que posteriormente genera la enzima

inactiva. Estudios de pH indicaron la participacién
de dos grupos disociables en la enzima con pKa de
4,5 y 8,4.

En estudios con sustratos de la enzima, el éster
etflico de la benzoiloxiglicina (BGEE) protegié a la
enzima contra la inactivacién por el DIMBOA, mientras
que el éster etilico de la benzoiloxiarginina (BAEE)
no tuvo efecto. El anélisis de los productos de la
reaccién por cromatograffia lfquida de alta presién
sugirié que el DIMBOA se une covalentemente a la
enzima. Un anAlogo del DIMBOA, la 4-hidroxi-1,4-benzo-
xazin-3-ona, no reacciondé con la papaina. Se propone
un mecanismo consistente con estos datos.

Este trabajo fué financiado por la AID, FONDECYT
y la Universidad de Chile.
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ESTUDIO INMUNOLOGICO DE MEMBRANAS DE SUPERFICIE Y TUBU-
LOS TRANSVERSOS AISLADOS DE MUSCULO ESQUELETICO DE RANA
(Immunological studies on surface membranes and trans-
verse tubules isolated from frog skeletic muscle}.
Pérez G. y Rosemblatt M. Unidad de Inmunologia Celular.
INTA. Universidad de Chile.

Los componentes moleculares involucrados en el meca
nismo de acoplamiento excitacién-contraccién de misculo
estriado, se ubican preferencialmente en tibulos trans-
versos {t-T), reticulo sarcoplasmico (RS) y membrana de
superficie (MS). Estos componentes parecen constituir
sistemas de membranas funcional y estructuralmente dis-
tintos.

Con el fin de comprobar lo anterior, en este traba-
jo se determina el origen y pureza de estas preparacio-
nes de membrana, usando un enfoque inmunolégico. Para
esto se prepararon anticuerpos convencionales y monoclo
nales contra membranas de misculo estriado de rana(CAU-
DIVERBERA CAUDIVERBERA), preparadas por métodos bioqui-
micos convencionales. E1 antisuero obtenido de conejos
inmunizados con una preparacin de t-T (0.8 mg t-T en
igual volumen con adyuvante completo de Freund, inyec-
cién intradérmica) presenta una reactividad, comparan-
do las preparaciones de membranas mediante ELISA, de
cuatro veces mayor con la preparacién de tdbulo-T que
con la de Rs, y solo dos veces mayor que la prepa
racidn de MS, Se han aislado también hibridos producto
res de tres clases de anticuerpos monoclonales especi-
ficos, que presentan reactividad inmunol6gica para ca-
da tipo de membrana.

Estos resultados, indicarian que la preparacién de
t-T es claramente diferenciable inmunolégicamente de la
preparaci6n de RS. En el caso de la MS, todo parece in-
dicar que existe una alta contaminacidn con t-T.

Estos resultados apoyan los obtenidos por medicidn
de pardmetros bioquimicos tales como ligamen de nitran-
dipina y contenido de colesterol.

Financiamiento: DIB. Proy. N2 B 2397-8612.

REGULACION DE LA ERITROPOYESIS: TRES METODOLOGIAS EXPERI-
MENTALES PARA UN MISMO OBJETIVO. (Hormonal Regulation of
Erythropoiesis: Three Experimental Methodologies for a
same objective).
tituto de Nutricidn y Tecnologia de los Alimentos (INTA),
Universidad de Chile.

La eritropoyesis estd regulada por su microambiente ce

lular, por factores proteicos y por hormonas. Entre éstas

la eritropoyetina (Epo) es la principal, junto con la tes

tosterona (Ta). La hipétesis de trabajo es gue la accidn
conjunta de ambas hormonas induce y aumenta la sintesis
de RNAs que participan en la sintesis de globinas. Para
demostrarla se utilizaron tres estrategias experimenta-
les: sintesis de RNA IN VITRO, sintesis de RNA IN VIVO y
sintesis de un pre RNAm (RNAhn) y estimula la sintesis de
pre RNAr. La Ta participa tanto en el procesamiento del
pre RNAm como del pre RNAr en las etapas de RNAr 22 s a
18 s y pre RNAm 13 s a 9 s. El RNAhn una vez inducido por
la Epo se une a proteinas especificas formando una RNP,
en la que cada proteina cumple un rol en el procesamien-
to de este RNAhn. Esto significa que el RNAhn inducido
por la Epo es procesado hasta su forma funcional bajo la
forma de RNP por otras RNP cuyos RNA son estimulados por
la Ta. Se demuestra que al utilizar tres estrategias ope-
racionales se obtienen resultados similares lo que permi-
te proponer un mecanismo de accién de ambas hormonas, lo
que a su vez apoya el concepto general que la eritropoye-
sis es un proceso hormona-dependiente. Se postula que la
regulacidén del procesamiento de pre RNAm se realiza en
forma de particulas macromoleculares (RNP) siguiendo una
trayectoria vectorial dentro de la célula. Se presentan
los modelos moleculares que explican esta idea.

(Financiado por DIB,U.de Chile. Proyecto B-2017-8633) .

M. Perretta, G. Carrasco y M.Tijmes. Ins
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CARACTERIZACION DE LOS COMPONENTES DE tA RESPUESTA EVO-
CADA EN LA CORTEZA PREFRONTAL DE LA RATA POR ESTIMULA -
CION DEL LOCUS COERULEUS.(Characterization of the com-
ponents of prefrontal cortex responses evoked in the
rat by stimulation of the locus coeruleus). Pérez, H.,
Ruiz,S., Herndndez,A. y Soto-Moyang,R.Unidad de Neuro-
fisiologia y Biofisica, Instituto de Nutricidn y Tecno
log7a de los Alimentos (INTA). Universidad de Chile.

Se sabe que el sistema neuronal noradrenérgico que to
ma su asiento en el locus coeruleus (LC) envia impulsos
directamente ala corteza cerebral y que la estimulacion
eléctrica de este sistema de proyecci6n cortical modula
Ta actividad neuronal de la neocorteza.

Se intenta individualizar y caracterizar los diferen-
tes componentes de la respuesta evocada en la corteza
prefrontal (CPF) de la rata por estimulacidn eléctrica
del LC. Se empled técnicas de estimulacion simple repe-
titiva y de trenes de pulsos. Se utilizé ratas de 45
dias de edad. La estimulacién simple repetitiva(pulsos
de 0.3 mseg y de 1.15 mA) se 1levd a cabo aumentando la
frecuencia de estimulacién de modo tal de reducir a la
mitad 1a amplitud de los componentes de la respuesta. lLa
estimulacion eléctrica por trenes consistié en 1 a 6 pul
sos de 0.3 mseg de duracidn cada uno y de intensidad su
ficiente para evocar respuestas umbrales. Para comprobar
la naturaleza noradrenérgica de los distintos componen-
tes de esta respuesta se microinyectd propanolol (2ug/ul)
en CPF. Los resultados muestran que: ag la respuesta evo
cada en CPF por estimulacidn del LC consta de dos compo-
nentes, temprano y tardio, b) ambos componentes son inhi
bidos por propanolol m1cro1nyectado c) frente a la esti
mulacién simple repetitiva, el componente temprano es me
nos fatigable que el componente tardio, d) frente a la
estimulacion por trenes de pulsos el componente temprano
mostrd capacidad de sumacién temporal. Los resultados su
gieren que las respuestas evocadas en CPF por estimula-
cién del LC poseen un componente temprano de caracteris-
ticas monosindpticas .

Financia FONDECYT, Proyecto 1059/1985.

EFECTO ESTIMULADOR BE LA GLUCOSA SOBRE LA IN-
CORPORACION DE 1— LEUCINA A PROTEINAS EN
CORTEZA CEREBRAL BE RATAS (Glucose stimulato-
ry action on C leucina incorporation in-
to proteins by rat cerebral cortex). Perry, V.

L.T., Perry, M.L.S., Pereira, I.R.G. y Bernard,
E.A.
Departamento de Bioquimica, Instituto de Bio-
ciencias, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil.

En un trabajo anterior demostramos T la gluco-
sa 10mM estimula la incorporacion de [(U)— leucina

a proteinas del SNC, este efecto no fue observado cuamn
do se utilizd lactato o piruvato. En el presente traba
jo 1nvest1gamos mis ampliamente este efecto, utilizan-
do varias concentraciones de glucosa, de intermediarios
glicoliticos y del ciclo de Krebs. También estudiamos
el efecto del agregado de glutamina y de cuerpos ceto
nicos al medioc de 1ncubac10T Como precursor de sinte—
sis proteica se utilizo [1- leucina la que no es
transformada a ningum otro am1noac1do radioactivo.

Slices de corteza cerebral de ratas de 10 dias de
edad se incubaron 1 hora a 35°C en KRB, conteniendo se-
paradamente los diferentes nutrientes que fueron ensa-
yad, s. Ea a medir sintesis protelca se utilizd 0,25 uci
de leuclna, la reaccion se detuvo por agregado
de TCA y se midio la radiocactividad presente em protei
nas. La glucosa mostrd un acentuado efecto estimulador
sobre la sintesis proteica a una concentracidn de
0,625mM y alcanzo el maximo de estimulacion com 2,5mM.
De todos los demas nutrientes ensayados solamente el
lactato 15mM y cuerpos cetOnicos mostraron algum efec-
to estimulador pero de una magnitud muy inferior a la
demostrada por la glucosa. La glucosa también mostrd
un efecto estimulador sobre la entrada de leucina al
tejido, pero este estimulacidon fué mucho menor que 1la
producida sobre la sintesis proteica.

Auxilio Financeiro: CNPq, FINEP, PROPESP/UFRGS.
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ESTEROIDOGENESIS Y SINTESIS PROTEICA EN OVARIO DE ANFI-
BIOS (protein synthesis and steroidogenesis in amphibian
ovarian follicles). Petrino,T.y Schuetz,A.W.,Dto.Biol.
del Desarrollo.INSIBIO-CONICET-UNT.Tucumin.Argentina

Experimentos previes mostraron que la estimulacidn
pituitaria de la produccidn de progesterona(P) y la ac-
cién de la misma en los foliculos ovaricos de anfibios,
son dependientes de la sintesis proteica tanto en las
células foliculares como en el ovocito.En este estudio
se investigd la conversién de presnenolona a P en el
ovario de Rana, y si esta etapa especifica de la ruta
sintética de progesterona requiere de la mencionada sin
tesis proteica.Foliculos en distintos estadfos de la
ovogénesis fueron cultivados con pregnenolona exSgena
y el contenido de P del medio y de los extractos foll-
culares fueron determinados por RIA.La concentracidn
folicular de P acumulada después de 4 hrs.de cultivo,
incrementd proporcionalmente con el tamafio del folfcula
Los niveles intrafoliculares de P fueron consistente-
mente mids altos que los niveles detectados en el medio.
Cuando folfculos totalmente crecidos fueron cultivados
en la presencia de pregnenolona o pituitaria y/o ciclo~
heximida,el inhibidor de la sintesis proteica bloqued
completamente la acumulacidn de P inducida por pituita-
ria,pero no la conversién de pregnemelona a P.Por el
contrario,la cianocetona(CK),un inhibidor irreversible
de la 3p-esteroide deshidrogenasa(3p-HSD),bloques la
acumulacidn de P inducida por pituitaria o pregnenolona
La adicién de pituitaria a foliculos preeératados con CK
no restaurd la capacidad de los folfculos para conver-
tir pregnenolona a P.Estos resultados sugieren que la
conversidn de pregnenolona a P ocurre eficientemente
aln en ausencia de pituitaria durante el crecimiento
del foliculo(ovogénesis) y que la actividad de la 3p-
HSD es independiente de la sintesis de proteinas en
foliculos totalmente crecidos.El requerimiento proteico,
durante la induccidn pituitaria, para el incremento
ridpido de P,parece ser anterior a la comnversidén de pregs
nenolona a P y no involucra la sintesis de novo de!ﬁﬂSD

ESTUDIO DE CEPAS AUTOCTONAS DE Thiobacillus ferrooxidans.
(Studies on native strains of Thiobacillus ferrooxidans).
Pichuantes, S. Laboratorio de Microbiologia, Departamento
de Biologia Celular, Facultad de Ciencias Bioldgicas,
Pontificia Universidad Cat6lica de Chile.

Se sabe que ciertos microorganismos estén involucra
dos en la lixiviacidon de minerales sulfurados, tales como
calcopirita y pirita, propiedad que promete ser de gran
utilidad en procesos bioextractivos. Una de las especies
mds estudiadas en este sentido, la constituye el germen
quimiolitotréfico Thiobacillus ferrooxidans, que se ca-
racteriza por desarrollarse en medios acidos y por ser
capaz de fijar CO, utilizando como fuente de energia, la
oxidacién de iof ferroso o de compuestos de azufre re-
ducido.

Con el objeto de seleccionar cepas con alta capaci-
dad lixiviante sobre minerales chilenos y que sean poten
cialmente susceptibles a manipulacion génica, hemos e-
fectuado una caracterizaci6n fisioldgica, genética y ul-
traestructural de cinco cepas nativas de T. ferrooxidans,
provenientes de minerales del norte chico y centro del
pafs.

En este trabajo se ha investigado: a) la cinética
de crecimiento bacteriano en medios de cultive sintéti-
cos, b) la capacidad lixiviante de algunas de las cepas
en experimentos de laboratorio bajo condiciones bien de-
finidas, c¢) la susceptibilidad a diversos antibidticos y
d) un estudio ultraestructural comparativo utilizando téc
nicas de tincidn negativa y cortes ultrafinos.

Finalmente, se presentan Tlos resultados de los ex-
perimentos de transferencia de material génico, mediante
transformacién y conjugacidn, efectuadas en estos micro-
organismos.

Financiado parcialmente por DIUC 89/85.
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CARACTERISTICAS ENZIMATICAS Y GENETICAS DE RIBULOSA
BISFOSFATO CARBOXILASA DE Thiobacillus ferrooxidans.
Olga Phillips, Luisa Herrera y Loreto Holuigue.
Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile.

La utilizacién de bacterias en el proceso de lixivia-
cidn de minerales, presenta ventajas econdmicas para la
extraccidn de cobre y otros metales desde minerales de
baja ley. Dentro de los microorganismos lixiviantes,
el mds importante es el Thiobacillus ferrooxidans. Esta
bacteria es un autdtrofo estricto que obtiene el carbo-
no celular por fijacion de C0p. Este proceso resulta
interesante de estudiar, puesto que es limitante para
el crecimiento celular. En este sentido, hemos abordado
el estudio de las caracterfsticas enzimdticas y genéti-
cas de la ribulosa bisfosfato carboxilasa (Rubisco),
enzima que cataliza la primera reaccidn del ciclo de
Calvin., Esta enzima ha sido purificada tanto de la
fraccidn soluble como de carboxisomas de T. ferrooxi-
dans. Su peso molecular nativo es de 500 kD y posee 2
tipos de subunidades de pesos moleculares 54 kD (A) y
14,5 kD (B). Estas evidencias, junto con el efecto in-
hibitorio de 6-fosfogluconato, indican que la enzima
posee una estructura hexadecamerica (AgBg). Se han de-
terminado algunas caracterfsticas catalfticas de esta
enzima. A partir de una genoteca de DNA cromosomal de
T. ferrooxidans, contruida en pBR322, hemos purificado
3 cTones que probablemente contienen secuencias del gen
de Rubisco, por hibridizacién con un oligodeoxinucled-
tido de 21 bases, que corresponde a una secuencia de la
protefna altamente conservada. Los plasmidios recombi-
nantes aislados de estos clones poseen insertos de 3,5;
1,4 y 0,7 kb, e hibridizan con el oligonucledtido en
andlisis tipo "dot blot". La presencia de los genes de
Rubisco en estos clones estd siendo corroborada median-
te el uso de una segunda sonda que contiene el gen de
Rubisco de Chromatium vinosum.

(Patrocinado por proyecto PNUD/ONUDI CH1/85/002, DIB,
Universidad de Chile y FONDECYT.)

TRANSFERENCIA DE ENERGIA EN RELACION CON
LA ESTRUCTURA CUATERNARIA DE LA PEP CARBOXI-
LASA DE MAIZ. (Energy transfer in relation to the qua-
ternary structure of maize PEP carboxylase). Podest§,F.E,
Wagner, R., Gonzélez, D.H. y Andreo, C.S,

Centro de Estudios Fotosintéticos y Bioquimicos (CONI-
CET, F.M. Lillo, Universidad Nacional de Rosario) Suipa-
cha 531, Rosario, Argentina.

Se llevé a cabo un estudio de transferencia de energfa
de resonancia en la fosfoenolpiruvato (PEP) carboxilasa
de hojas de mafz. Se utilizaron para ello dos reactivos
fluorescentes: cloruro de dansilo (DNS-Cl) e isotiociana-
to de eosina (ENCS). Ambos compuestos produjeron la
inactivacién total de la enzima cuando la incorporacién
fue de 4 moles de modificador por mol de carboxilasa.
PEP y MgCl, protegieron contra la inactivacién por cual-
quiera de los dos compuestos.

Para los estudios de transferencia de energfa se utili-
zaron muestras marcadas con | mol de DNS-Cl (dador)
y 1-3 moles de ENCS (aceptor) por mol de enzima. En
la PEP carboxilasa as! marcada se observé una disminu-
ciébn en la intensidad de la emisi6bn del dador y un au-
mento en Ja intensidad de la fluorescencia del aceptor.
Esto se incrementd con el aumento del nGmero de acep-
tores,

El c8lculo de las distancias entre el dador y los acep-
tores revel§ que dos de estos se encuentran a 50 del
dador, mientras que un tercero dista 64 La disociaci6n
de la enzima en condiciones de elevada fuerza ibnica
redujo drasticamente la eficiencia de la transferencia
de energla, indicando que los sitios modificados se en-
cuentran en distintas subunidades.
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EFECTO DE MERCURIO SOBRE FECUNDACION, DESARRO-
LLO EMBRIONARIO Y UN SISTEMA PROTEOLITICO EN E
QUINODERMOS, (Effect of mercury on fertiliza-
tion, embrionic development and a proteolytic
system in equinoderms), Ponce, 0., Enriguez, S
Yy Magafia, A, Depto. Blologia MOlecular., Fac.
Cs. Biol. y ‘de Rec. Nat. Universidad de Concep
cién. Chile. (Patrocinio: V. Silva).

Estudios realizados en riuestras costas de
la VIII Regién revelan altos niveles de conta-
minantes entre los que se destacan metales pe-
sados como mercurio, cadmio, plomo y otros.

El objetivo de esta comunicacién es presen
tar los efectos del mercurio sobre el proceso
de fecundacidén y desarrollo embrionario utili-
zando el erizo negro T. nlger ¥y su aceidén a n1
vel molecular sobre enzimas proteolfticas acf-
dicas tipo catepsinas D.

Se demuestra que huevos no fecundados de ¢
rizo negro pretratados con una solucién 25 uM”
de mercurio y lavados posteriormente, incorpo-
ran metal logréndose saturabilidad con & uM a
los 60 minutos y que la actividad proteolftica
medida en el homogenizado obtenido de estos
huevos se reduce en un 50% aproximadamente en
relacién al control. Al pretratar los huevos
con mercurio 25 uM durante 60 minutos, lavar-
los y fecundarlos posteriormente, no se obser-
va desarrollo embrionario, sino solamente mem-
brana de fecundacidn, Al colocar los espermato
zoides en una solucién con mercurio 1.5 uM se
observa detencidn de su movilidad a los 2 minu
tos,

De estos resultados se concluye qQue el mer
curio, afecta el desarrolloc embrionario, la mo
vilidad de los espermatozoides y un sistema en
zimadtico que se ha descrito como importante en
el proceso de divisién celular,

Financiado por proyecto 203108, U, de C,

BIOACTIVIDAD DE PROLACTINA HIPOFISIARIA DE RATA: EFECTO OFEL TRATAMIENTO
CON VREA 2,5M pH:10,0.
2,58 urea pH:10,0).
Centro de

(Rat pituitary prolactin biocactivity: effect of
y Aoki, A.
Electrénica,Facultad de
Médicas,Universidad Nacional de Cérdoba,

Prada, N.1., Torres, A.I.

Microscopia Ciencias

La heterogeneidad molecular y compartamentalizacién
(PRLh)  de

laboratorio.

subcelular de

prolactina hipofisiaria rata han sido demostradas

anteriormente en nuestro La forma monomérica, de bajo
(pas)
organelas

wolecular,

peso wolecular, altamente saluble en solucidn salina de Fosfato
y bioldgicamente estd
proteinopoyéticas. La forma polimérica, de
en PBS y de
almacenada en los grinulos secretorios de las

activa asociada a las
mayor peso
insoluble senor actividad biolSgica se
células

urea 2,54 pH:10,0 ha desostrado ser un método efectivo

encuentra
lactotropas.
£l empleo de
para convertir la hormona polieérica en monomérica, lo cual se
ausento de la actividad inmunolégica detectada. Este
2,54 pH:10,0

Hipéfisis anteriores provenientes de

traduce en un
trabajo fue realizado para determinar el efecto de
sobre la bicactividad de PRLA,
ratas hembras previamente estrogenizadas fueron homogeneizadas en P8S
pH:7,0. E1 howogenato obtenido fue
homogenato total centrifugade a 10.000 x g. y 2)
urea 2,5M pH:10,0.
La actividad biolgica fue determinada mediante un ensayo en buche de

urea

dividido en dos fracciones: 1)
homogenato total «
Estas suestras fueron incubadas a 49C durante 3 h.

lenaida auriculada. Los animales recibieran dosis equivalentes de

tejido fresco repartiéndose la dosis total en cuatro dias. Al quinto
dia se los decapité y se removieron los buches, los cuales fueron
procesados para su posterior observacidn microscépica. El recuento

del nidmero de capas celulares proliferadas en el epitelio fue el

parfmetro de comparacién de la bjoactividad resultante en cada grupo
de animales. Lla actividad biol§gica de un homagenato tratado con urea
2,5M pH:10,0 es mayor en comparacién a la observada en wun
realizado en PBS pH:7,0.
sobre PRLh

monémeros resultantes.

homogenato
Se demuestra asi que el efecto disociante de
no deteriora

12 urea la actividad biol§gica de los
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DESARROLLO DE UN METODO PARA ESTUDIAR LA HISTOPATOLOGIA

Y LA ULTRAESTRUCTURA DEL OIDO HUMANO. (Development of a

method to study the histopathology and the ultrastructu

re of the human ear). Posada, J. y Otte,d.

Depto. Ciencias Basicas y Depto. de Clrugla, Traumatolo

gia y Anestesia, Fac. de Medicina, Div. Sur. U. de Chile
(Patrocinio: J. Pereda)

El estudio histopatoldgico del oido humano requiere
una técnica que demora varios meses y que, por razones
diversas, no era realizada en el pais. Por otra parte,
por la dificultad de obtener material fresco y adecuado,
la ultraestructura del oido humano normal no es bien co
nocida y, las alteraciones ultraestructurales en la pato
logia cocleo~vestibular son aln menos conocidas.

De 11 pacientes que fallecieron y que tenian documen
tacidén cliinica concerniente a este estudio, se obtuvie-
ron 22 huesos temporales. El oido mis afectado se pro-
cesb para su estudio al microscopio dptico. Del oido sa
no, o menos afectado,se obtuvieron muestragsque se proce
saron para microscopia electronica. En 4 de estos hue
sos se termind su procesamiento, lo que permitid ini -
ciar el estudio en ambos niveles.

Los resultados de ambas técnicas fueron concordantes
y demuestran que este método puede ser aplicado exitosa
mente en el estudio del oido humano. Se obtuvo informa-
cidn de la ultraestructura del oido y de algunas altera
ciones post-mortem. En los casos clinicos se encontré:
una relacidn entre la audicidn y el érgano de Corti, no
asi con el nimero de células ganglionares (que fué me -
nor); una explicacidn anatomica (clpulolitiasis del ca-
nal posterior) de las crisis vertiginosas posturales
post TEC y una variacidn anatémica rara del conducto au
ditivo interno.

Los resultados obtenidos son mas confiables mientras
menor sea el lapso entre los eximenes clinicos y la ob-
tencidon del hueso temporal. En algunas estructuras pue
de perderse el patrdn de comparacidn al destinarse los
oidos a 2 técnicas diferentes.

PROYECTO DIB M2156-8625.

LA RETE TESTIS DEL OCTODON degus.(The Rete testis in
the Octodon degus). Prado, F. Depto. de Morfologia Exp.
Facultad de Medicina. U. de Chile. (Patrocinio: B. Mora-

Ies)‘La rete testis estd constituida por numerosas cavi
dades irregulares anastomosadas, tipo laberinto,que co-
necta al tubulo seminifero con los conductos eferentes.
Su organizaci6n y ubicacibn presenta variaciones en las
distintas especies de mamfiferos.

Nuestro objetivo fue estudiar la Rete Testis del
Octodon degus adulto, en periodos de reposo y actividad
sexual.Se utilizaron los testiculos de 20 machos,10 en
actividad y 10 en reposo sexual, los cuales fueron dise
cados solos o con sus ep1d1d1mos Fueron fijados en Du-~
boscq-Brasil, incluido en parafina y cortados en forma
seriada por el eje longitudinal, transversal y sagital.
Los cortes fueron tefidos con H-E,PAS y tricromico.Se
realizaron mediciones del &rea ocupada por la rete uti-
lizando un Ocular milimetrado OLYMPUS.

La rete testis del Octodon degus presenta una por-
cion Intratesticular, una Intratunical y otra Extrates-
ticular. La Intratest1cu1ar es de mayor tamafo, tiene
forma de un tubo apianado en el eje antero-posterior.lLa
porcién Intratunical estd representada por tibulos irre
gulares que atraviesan la tlnica albuginea y la Extrates
ticular corresponde a una cSpula solevantada de donde
emergen 1os conductos eferentes.Durante el perjodo de
reposo gonadal se produce una disminucidn en las dimen-
siones de la rete en sus tres ejes. E1 tidbulo seminife-
ro se conecta con la rete a través de una Zona de Tran-
sicibn, que presenta un epitelio cilindrico alto, cuyo
citoplasma protuye hacia el lumen del tdbulo recto.tste
Gltimo tiene una longitud muy variable y estd revestido
por un epitelio plano o cibico bajo.

La organizaci6én y caracteristicas histolégica de la
rete testis son similares a las descritas para los roedo
res,presentando una disminucién de sus didmetros propor-
cionales a la reduccion de tamafio que experimenta el tes
ticulo al pasar del periodo activo al de reposo sexual.
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LOCALIZACION SUBCELULAR DE LAS ATPasas Y OTRAS ENZIMAS RE
LACIONADAS A LA MEMBRANA PLASMATICA DE LAS CELULAS HEPATI
CAS DE LA RATA. (Subcellular localization of ATPases and
other enzymes related to the plasma mimbrane of rat liver
cells). PRADO FIGUEROA,M,*, F, PECKER y A.AMAR-COSTESEC®
*INIBIBB-UNS-Argentina, INSERM U99-Creteil-Francia y
°Int. Inst. of Cellular and Molecular Pathology-Bélgica.

El andlisis de los microsomas de higado de rata distingue
un grupo de enzimas, llamado a,, de las otras enzimas mi-
crosomales, La diferencia se basa en las particularidades
de comportamiento en centrifugaci8n diferencial e isopic-
nica. El componente subcelular portando. este grupo fue i-
dentificado a la membrana plasmitica (MP) y estructuras
asociadas. (Amar-Costesec y cols., 1974a, J.Cell Biol,61,
201-212) . -
En el presente trabajo se han diversificado las condicio-
nes de fraccionamiento y estudiado en cada caso un gran
nimero de enzimas con el fin de formar subcategorfas e i-
dentificar la naturaleza de las membranas subyacentes.
Nuestros resultados permiten de asociar indiscutiblemente
al grupo a,: la adenilato ciclasa estimulada por el fluo-
ruro, glucagdn, adregaiina, leuci1+§—naftilamidasa, y-glu
tamiltransferasa, Na K ATPasa y Mg ATPasa.

Luego de la centrifugacidn diferencial, todos los perfi-
les de distribucidn son bimodales y muestran su miximo de
ASR en las fracciones nuclear y microsomal. La relacidn
entre ambas fracciones varia para cada enzima. La adenila
to ciclasa (adrenalina) es la mds nuclear: 1.85 y la mds
microsomal la NAD glicohidrolasa: 0.2, Esta heterogenei-
dad refleja probablemente diferencias cualitativas a lo
largo de la MP. Esto refleja tambien la heterogeneidad ce
lular del higado como lo demostrado para la NAD glicohi-
drolasa, enzima de la MP de las c&lulas de Kupffer (Amar-
Costesec y cols.,1985). La, centrifugacién isopicnica nos
permitid de asociar la Mg ATPasa, y-glutamiltransferasa
y la leucil B-naftilamidasa a la zona canalicular.

Trabajo realizado en el ICP de Bruselas.

IPP ISOMERASA Y PRENILTRANSFERASAS: PARTICIPA-
CION EN LA RESPUESTA A INFECCION POR HONGOS.
(IPP isomerase and prenyltransferases: partici
pation in fungal infection response) Quaas, A.
y Pérez,L.M. Dep.Bioq. y Biol,Mol., Fac. Cs.
Quim, y Farm. Univ. de Chile.

En los mecanismos de defensa de los vegetales
se forman compuestos que actian como fitotoxi-
nas o fitoalexinas, a través de vias metabdli-
cas como la de los isoprenoides.

Se estudidé el efecto de la infeccién por hon-
gos de la fumagina en frutos y plantulas de dig
tintos citricos, midiendo las actividades de
IPP isomerasa y de Cjo y Cy5 preniltransferasas

Estas actividades se modificaron dependiendo
de la especie de hongo y de la variedad de ci-
trico: Tricoderma sp. produjo un aumento de la
actividad de IPP isomerasa en naranjas;mientras
que la misma especie no produjo modificaciones
en pomelo. Penicillium digitatum produjo wuna
disminucién de las tres actividades en frutos.
Estas se redujeron a cero en el curso de la in-
feccidén. En plantulas de naranjo, solamente se
redujo la actividad de IPP isomerasa.

Los resultados indican que no existe un pa-
trén general de respuesta de las actividades
enzimdticas medidas, frente a la infeccidn por
hongos de diferentes especies. Se discute la
importancia de los cambios observados en los
mecanismos de defensa de los citricos.

Proyectos 5001/85 FONDECYT y B 2078-8622 DIB,
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COMPARACION DE LAS CINETICAS DE PRODUCCION DE AIP POR
TRANSPCGRTE FOTOSINTETICO Y OXIDATIVO Y DESCRIPCION DE ALGUNOS
PARAIMETROS EXO5EN0S QUE LOS MODIFICEN {Comparicson between the
kinglics production of ATP by pholesynthelic ang oxidative transport end
czscription of scme exogenous modifying parameters). Fucheu, N.,
Magssuco, SY. v Garcis, AF. Instituto de Investigaciones Biolégicas,
Fetullad da Ciencias Exactas y Nalureles, Universidad Nacional de Mar dc!
Plata

Hemos mostrado previamente que le fotofosforilacion catalizada por
membrenss 62 R rvlirom presemta una cinétice no lineal. Mostramos aqui
que el transporte de eleclrones oxidalivo catalizado por membranas
producidas a partir de células folotroficas resulta en uns sintesis de ATP
con caracteristicas similares.

En ambos casos modificaziones en el transporte e inhibicion de 1o H*
ATPasa 0 presentia de desacoplantes, pui milen igentifice~ dos reacciones
que sintetizan ATP. Una d: ellas (RI) produce scumulszion nsta de ede
nucledtido, miertres que 1a otra (RIY) 310 altena paricd:
hidrolisis.

L&s caracter fsticas 02 ta RH no se afectan por unz i XH1262100 o2 g
aclividad especifica del ATP producido por 18 RI (ATP "exégeno™) Esto
indica que el ATP involucrado en embias reacciones no se encuentra en
répido equilibrio.

Financiado por CONICET y CIC.

PURIFICACION Y PROPIEDADES DE UN INHIBIDOR DE LA UDP-
GALNAC:GM, N-ACETILGALACTOSAMINIL TRANSFERASA PRESENTE
EN SUERO SANGUINEO DE POLLO. (Purification and properti
es of a chicken blood serum inhibitor of the UDP-GalNAc
GM, N-Acetilgalactosaminil transferasa). QUIROGA, S. y
UTTO, R.
Dpto. de Quimica Biol8gica-CIQUIBIC-Fac. de Ciencias
Quimicas-Universidad Nacional de C8rdoba-CONICET.

En extractos de gldndula pineal y suero sanguineo de
pollos, se ha descripto la presencia de un inhibidor de
la actividad UDP-GalNAc:GM, N-Acetilgalactosaminil
transferasa de retina de pollo. La actividad inhibito-
ria aumenta en glandula pineal y disminuye en suero san
guineo en animales expuestos a luz con respecto a otros
mantenidos en oscuridad. La inhibicidn mostrd ser de ti
po competitiva con respecto al sustrato dador(UDP-Gal-—
NAc) . (Quiroga, S. y Col.-J. Neurosci Res, 12, 269-276)
El inhibidor fue purificado a partir de suero sanguineo
de pollos de acuerdo a los siguientes procedimientos:
calentamiento, centrifugacidn a 100000 x g, ultrafiltra
¢idn, cromatografia de intercambio i8nico, diflisis y
cromatografia de filtracidn molecular. Se obtuvo un pre
parado con una actividad especifica aproximadamente 50
veces mayor a la de partida, Este material, corrido en
electroforesis en poliacrilamida en presencia de SDS
presenta enriquecimiento en una banda con un peso mole-
cular aparente de 70 Kd. En estudios con enzimas proteo
1iticas se encontrd que pronasa y tripsina eliminaron
la actividad inhibitoria, a diferemcia de quimiotripsi-
na que no la afectd. En estudios de especificidad fren-
te a otras enzimas de la misma via biosintetica se en-
contrd que el extracto purificado inhibif tambi&n la ac
tividad de la UDP-Gal:GM, Galactosil transferasa de re-
tina de pollo pero mno a ia (MP-NeuNac :LacCer N-Acetil-
neuraminil transferasa del mismo origen., Las dos reac-
ciones que fueron inhibidas tienen la similitud de que
el sustrato dador es un derivado de uridina di fosfato.
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INDUCCION DE GLICOGENO FOSFORILASA MUSCULAR POR
ATROPINA., (Induction of muscle glycogen phosphory-
lase by atropine). Ramirez, B.U. Laboratorio de
Neurofisiologia, Fac. Ciencias Bioldgicas, P. Uni-
versidad Catdlica de Chile.

La fibra muscular rdpida obtiene energia para la
contraccidén de su glicdgeno endbgeno. La glicdgeno
fosforilasa (Ph) es la enzima que inicia el metabo~
lismo del glicdgeno. Se ha descrito que la atropi ~
na (i.v.) activa en pocos minutos la Ph b de miscu~
1o esquelético, sin alterar la actividad total (a+b)
de la enzima. Nosotros estudiamos el efecto de atro
pina aplicada por un periodo mis prolongado sobre
la Ph muscular.

Se inyectd atropina (1 mg/kg; i.v.) en gatosadul
tos. El misculo Tibialis anterior se extrajo 24 h
después. El misculo contralateral, extraido antes
de inyectar la droga, se usd como control. Se midid
la actividad y la distribucidén subcelular de la Ph.

La actividad (a+b) se determind midiendo la 1i ~
beracidén de Pi a partir de G-1-P, en presencia de
AMP. La masa de enzima se determind mediante elec -
troforesis en geles de poliacrilamida con SDS.

En mGsculo normal observamos que la actividad
especifica de la enzima soluble era mayor que la
de la enzima microsomal. La atropina indujo un au -~
mento significativo en la actividad total de la Ph
medida en el sobrenadante post-mitocondrial. Este
aymento no se debid a una solubilizacidn de la en =
zima microsomal, ya que se observd también un aumen
to significativo en la masa de enzima, tanto en 1a”
fraccibén soluble como microsomal.

Concluimos que la atropina puede inducir un au -
mento neto de actividad en la Ph muscular mediante
un incremento en la masa de enzima. Esto podria te=-
ner un efecto fisioldgico sobre la produccibén de
energia de la fibra muscular.

REGULACION DE CORTISOL EN UTERO, PURIFICACION DE LA
ENZIMA 11,B-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA (11~HSD)
DE PLACENTA HUMANA. (Cortisol regulation in utero.
Purification of 1ll~hidroxysteroid dehydrogenase from
human placenta). Ravanal, M., Vergara, M.,
Ser6n-Fetrél M.~ Laboratorio de Endocrinologfa,
Facultad de Ciencias Biolb6gicas, P. Universidad
Cat§lica de Chile.

El paso de cortisol entre madre y feto est§
limitado en la placenta por la inactivacibn de
cortisol(F) a cortisona(E), catalizada por 11~HSD.
Nuestro objetivo fue aislar esta enzima. Para ello
investigamos su distribucién subcelular en placenta
humana, y su solubilizacién. 25-50g de placenta normal
(n=5) se homogenizaron en 0.05M Tris=0.25M Sacarosa,
pH 7.5 y centrifugaron a 700g x Smin, 10000g x 20min y
110000g x 60min (microsomas). La actividad especffica
(A.E.=ngE/20min/mg prot.) se determind incubando cada
fraccibén, con 500ng F, 2 uM NADP+, en 0.1M fosfato pH
7.4, a 37°C x 20min y midiendo formacibun de E por
HPLC,

Distribucibn subcelular de la 11-HSD. (X & S.E.)

homogenizado 700g 10000g microsomas
A.E. 86.6110.3 19.617.1 146.5t34.4 175.3+17.9
% Actividad 11~HSD soluble en detergentes.
Fracel8n X-100 (0.5%) DF-18(0.5%)
10000g 34 55.5
microsomas 12 5.6

El extracto de la fraccién 10000g, en DF-18, se
centrifugé a 120000g, y el sobrenadante se
cromatografi§ en Sephadex G-200 (1.6x75cm), eluyendo
con 0.1M fosfato pH 7.4, 0.5% DF-18, 0.01% NaNj. La
enzima eluy$ en la fraccibn de PM 345 Kd y 1la A.E.
aument6 tres veces. Estos datos muestran que la II-HSD
se localliza en la fraccién subcelular de 10000g y en
microsomas, que su solubilidad en detergentes difiere
seglGn la ubicacibn y que en la fracci6n 10000g su PM
es de 345 Kd. Financiado por DIUC 56/84 y 73/86.
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EFECTO DE GnRH-(1-5) SOBRE LA UNION DE 1251-GnRH A MEM-
BRANAS DE ADENOHIPOFISIS. (Effect of GnRH~(1-5) on the
binding of 1251-GnRH by adenohypophyseal membranes).
Ramirez, S., Leiva, L.- Laboratorio de Endocrinologia,
Depto. Ciencias Fisioldgicas, Facultad de Ciencias Bio-
16gicas, Pontificia Universidad CatSlica de Chile.
(Patrocinio: M. De la Lastra).

En comunicaciones anteriores hemos presentado evi-
dencias sobre le accién inhibitoria aguda del fragmento
GnRH-(1-5) sobre la secrecidén de LH estimulada por GnRH
en ratas. E) efecto inhibitorio se observa con dosis
de 50-100ng y carece de una relacidn lineal dosis -
efecto, ya que no se observa con dosis mayores a las
sefialadas. Con el fin de estudiar el mecanismo de la
accién inhibitoria del fragmento GnRH-{1-5) se realiza-
ron experimentos con membranas semipurificadas de ade-
nohipéfisis, destinados a investigar una posible com-
petencia del fragmento con GnRH a nivel de receptores
a esta hormona. Se estudid el desplazamiento de 1251-
GnRH por GnRH frio y por fragmento 1-5, tratando de cu-
brir el rango de concentraciones necesario para activar
tanto los recgptores de alta como de baja afinidad: ka=
1094 y ka= 10°M respectivamente. Las condiciones expe-
rimentales se establecieron segin técnicas descritas
por otros autores.

Resultados preliminares mostraron curvas de despla-
zam|ento muy similares para GnRH frio y para GnRN-

;) cuando se utilizaron concentraciones del orden de

a 1077M. A concentraciones de GnRH-(1-5) de 10~
10 M no se observd desplazamiento y, al contrario, pa-
rece favorecerse la unidn del 1251-GnRH al receptor de
membrana.

Estos resultados indican que el fragmento GnRH-
(1-5) es capaz de unirse al receptor de GnRH, lo que po
dria explicar su accién inhibitoria sobre la secrecién
de LH, asT como su peculiar relacién dosis-efecto.

Investigacién financiada por Proyecto DIUC 69/86,
CONICYT 1186/85 y Rockefeller 86020,

CONCENTRACION PLASMATICA DE LH EN RESPUESTA A
PULSOS DE LHRH EN OVEJAS PREPUBERES PRETRATADAS
CON NALOXONA SOLA O CON CLONIDINA O YOHIMBINA.
(Plasma LH concentration in response to LHRH
pulses in prepuberal sheeps pretreated with
naloxone alone or with clonidine or yohimbine).
Recabarren,S.E. Conejeros.E.,Mellado V y Miran-
da G. Lab.de Fisjologla Animal. Dpto Medicina
Veterinaria, U. de Concepci6bn, Chillén.

Con el fin de estudiar la relaci6n entre la ac-
tividad opiopeptidérgica y catecolaminérgica en
los niveles plasmdticos de LH en ovejas preplbe
res, se administr6 a ovejas inmaduras mediante
un cateter implantado en la arteria carétida 3
pulsos de naloxona (NAL,img/kg) a intervalos de
60 min. seguidos de 4 pulsos de LHRH (1 ug) con
el mismo intervalo. Los animales controles reci
bieron suero salino en reemplazo de NAL. Un gru
po de los animales tratados con NAL recibi6 clo
nidina (CLON) y otro grupo yohimbina (YOH) 60
minutos antes del primer pulso de NAL. La con-
centraci6bn plasmatica de LH se midié por radio-
inmunoandlisis en muestras de sangre obtenidas
cada 15 o 20 min. desde una hora antes de 1la
administracion de las drogas y hasta una hora
después de los pulsos de LHRH. La concentra-
ci6bn plasmdtica de LH en respuesta a los pulsos
de LHRH medida como &rea bajo la curva fue ma-
yor en las ovejas pretratadas con NAL o NAL més
CLON, con respecto a las controles (P« 0.01).
Se concluye que la LHRH liberada por disminu-
ci6n del tono opioide actGa condicionando 1la
hip6fisis a los pulsos ex6genos de LHRH.

Financiado por Proyecto 20.24.05. Direccibn de
Investigaci6n, Universidad de Concepcién.
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LA CISTEINA REACTIVA DE FRUCTOSA-1,6-BISFOSFATASA SR
ENCUENTRA EN UN SITIO ALOSTERICO PARA FRUCTOSA-2,6-BIS—
FOSFATO (The reactive cysteine of fructose 1,6-bisphos-—
phatase is located in a fructose 2,6-bisphosphate allos-
teric site). Reyes, A. y Slebe, J.C. Instituto de Bio-
quimica, Universidad Austral de Chile, Valdivia, Chile.

El mecanismo de la inhibicidén de fructosa-1l,6-bis-
fosfatasa (FBPasa) por fructosa-2,6-bisfosfato (Fru-2,6—
P, ) es controvertido. Algunos autores han propuesto la
existencia de un sitio alostérico para este inhibidor,
pero otros han sugerido su interaccibén con el sitio ac-
tivo de la enzima. Al analizar la activacién por K de
la enzima de rifién de cerdo encontramos que existfan re—
siduos cisteina esenciales para esta propiedad y postu-
lamos que K disminufa la afinidad de FBPasa por Fru-
1,6-P_ en un segundo sitio (inhibitorio) para el sustra-
to. La posibilidad que este Gltimo sitio corresponda
mas bien a un sitio de unién para Fru-2,6-P_ nos impulsé
a estudiar el efecto de diferentes ligandos“de la FBPasa
sobre la modificacién de los grupos SH esenciales para
su activacién por K .

FBPasa (12,5 uM) se traté con N-etilmaleimida (200
M) a 4°C, pH 7,5, en presencia de diferentes adiciones.
Se estudiaron la estequiometria de la reaccién y algunas
propiedades cinéticas de la enzima modificada.

La pérdida de la activacién por K  se correlacioné
con la modificacién de un SH hiperreactivo por subunidad
de enzima. Fru-2,6-P_, (100 uM) o concentraciones altas
de Fru-1,6-P_, (25 ) protegieron contra esta altera-
cién; una proteccién parcial se observé con niveles no
inhibitorios de sustrato. Estos resultados, junto con
estudios cinéticos de la enzima modificada, sugieren que
la cisteina altamente reactiva se ubica en un sitio
alostérico para Fru-2,6-P_, en la enzima, el cual también
puede unir Fru-1,6-P con menor afinidad. Este sitio
alostérico seria responsable de la conocida inhibicién
de las FBPasas por exceso de sustrato.

(Financiado por: DID-UACH, S-85-26, FONDECYT, 1243).

ESTUDIOS SOBRE LA REGULACION DE LA SINTESIS DE RUSTICIA-
NINA EN Thiobacillus ferrooxidans. (Studies on the re-
gulation of the synthesis of Rusticyanin in Thiobacil-
lus ferrooxidans.) Reyes, R., Jordana, X. y Jedlicki,
E. Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile.

Una de las reacciones mas importantes en el proceso de
biolixiviacion en el cual participa una bacteria qui-
miolitotrdfica 11amada Thiobacillus ferrooxidans, es la
oxidacion del ion ferroso a ion férrico, puesto que
ella constituye una fuente de energia para esta bacte-
ria. Se ha postulado que una proteina 1lamada Rusti-
cianina, que contiene un dtomo de cobre por molécula,
estaria involucrada en esta via de oxidacidn en T. fe-
rrooxidans. €En una primera etapa hemos purificado esta
proteina casi a homogeneidad, utilizdndola como antige-
no en la induccion de anticuerpos contra Rusticianina
en conejos. La actividad y especificidad de estos
anticuerpos ha sido verificada por su capacidad de in-
munoreaccionar selectivamente con una protefna de un
extracto de T ferrooxidans que posee igual migracidn
que un patrén de Rusticianina en una electroforesis
desnaturante y posterior transferencia a una membrana
de nitrocelulosa. Hemos crecido T. ferrooxidans en
cultivos que contienen sulfato ferroso o azufre elemen-
tal (S°) como fuente de energfa y bicarbonato [
para marcar las proteinas bacterianas. La autoradio-
grafia de una electroforesis de estos extractos muestra
una disminucidn de la radiactividad asociada a la banda
de Rusticianina en aquellas cé€lulas crecidas en presen-
cia de $° con respecto a las crecidas en sulfato ferro-
so. Llos resultados obtenidos aplicando técnicas de
inmunoprecipitacidn de extractos radiactivos provenien-
tes de células crecidas en diferentes medios, con el
anticuerpo especifico para Rusticianina, sugieren que
la presencia de S° en los cultivos podria estar inhi-
biendo la sfntesis de Rusticianina en la bacteria.
(Patrocinado por proyecto PNUD/ONUDI CHI/85/002,
Universidad de Chile y FONDECYT.)

pIB,
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TRANSPORTE DE H* EN CELULAS DE TUBULO SEMINIFE-
RO DE RATA (Proton transport in rat seminife-
rous tubule cells). Reyes J., Bitrdn J. y Be -
nos D.J., Instituto de mica, P. Univ. Catdli
ca de Valparaiso; Depto. Flslologia/B1of151ca,
Fac. Medicina, U. de Chile y Dept. Physiology/
Biophysics, University of Alabama at Birmingham.

El pH interno es uno de los pardmetros celu-
lares sujetos a regulacién homeostédtica y proba
blemente responsable de 1a modulacién de even-
tos celulares como sintesis de DNA y prolifera-
cién celular. La actividad glicolftica de c&lu
las transformadas de Sertoli y células esperma-
togénicas produce cambios internos que estimu-
lan la secrecién de protones. Esto se eviden -
cia como una dependencia de glucosa de la aparji
cifn de equivalentes &cidos en el medio extrace
lular (200 nmoles/h. mg protein en 5 mM de glu~
cosa), en una relacién H'/lactato producidos en
tre 1 y 2. El metabolismo de glucosa es necesa
rio ya que 2-deoxyglucosa no estimula la produc
cibn de equivalentes 4cidos. Este efecto de
glucosa podria en principio explicarse por la
produccién metab6lica de protones en la via gli
colftica y/o la produccidn de NADH glicolftico
y la estimulacién de una dehidrogenasa de mem-
brana que transportarfa protones y electrones
hacia el exterior de la c&lula. La produccién
de equivalentes reductores (e~ o 03) por célu-
las espermatogénicas es <50 n moles/h. mg pro-
tein, descartando la posxble importancia cuan-
t1tat1va de este mecanismo de cotransporte. El
transporte de protones metab6licos es también
insensible a anllorlde, un inhibidor del inter-
cambio Na*/H*. Financiado Rockefeller Founda-
tion RF 83002 y NIH AM-25886.

Cat* y K*. UNA FUNCION CRUCIAL EN LA REACCION ACROSOMICA
DE ESPERMATOZOIDE DE HAMSTER "IN VITRO". [Cattand K*. A
key role in the hamster sperm acrosome reaction “in vi-
tro"]. Riffo, M. Depto. Ciencias Bdsicas. Div.Cs. Med.
Sur. Fac. Medicina y Div. Cs.Bdsicas. INTA. U.de Chile.

Para la induccidn de capacitacién (CAP) y reaccidn a-
crosémica (RA) "in vitro" en espermatozoide de mamifero,
se utilizan medios quimicos definidos que tratan de imi-
tar las condiciones "in vivo”. En experimentos realiza -
dos "in vitro" la induccitn de 1a RA es dependiente de
Tas condiciones de incubacidn. Estudios realizados en
nuestro laboratorio han contribuido a demostrar que la
adicién de Tisofosfatidilcolina (LFC) al medio de incu-
bacidn acelera la induccidn de la RA, pudiendo ser uti-
lizada como marcador del proceso de CAP y que las varia-
ciones en el medio de incubacidn influyen sobre la capa-
cidad estimuladora de 1a RA por parte de LFC. Al respec-
to, el objetivo de este trabajo es proporcionar eviden-
cias acerca de la secuencia de eventos que involucran
algunos iones participantes en el desarrollo de la RA
"in vitro". Espermatozoides epididimarios de hamster fue
ron lavados y separados en una columna de perlas de vi-
drio e incubados por diferentes tiempos a 37°C en un me-
dio conteniendo bajas concentraciones de Cat+ o K* y/o
LFC. En espermatozoides incubados bajo estas condiciones
LFC no estimula la RA. La adicidn tardia de tales iones
indica que son necesarios para los eventos de la CAP y/o
RA, especuldndose que la entrada de K¥ es posterijor y
depend1ente del aumento de Ca** intraacrosdmico. La adi-
cién de bloqueadores de canales de K* y Catt (toxina de
escorpidn y Co™  respectivamente) inhibe la RA y este e-
fecto no es revertido por la adicion de LFC. Se concluye
que los iones Ca*t y K+ son necesarios para los eventos
propios de la RA "in vitro", tal vez contribuyendo a los
procesos moleculares que 1levan a una estercha aposicidn
entre las membranas acrosdmica externa y la plasmitica
que la recubre.

Financiado por proyecto B-2396-8613 D.I.B. U. de Chile
y Grant 83010 0.M.S.
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RESPUESTA DE LA HY-ATPasa DE TRIPANOSOMATIDEOS AL INHI~-
BIDOR PEPTIDICO DE LA ENZIMA DE HIGADO DE RATA, (Respon-—
se of trypanosma Ht-ATPase to the peptide inhibitor of
the liver H'-ATPase). Rilo, M.C., Cataldi de Flombaum,
M.A. y Stoppani, A,0.M.

Centro de Investigaciones Bioenergéticas y Cétedra de
Quimica Bioldgica, Facultad de Medicina, Universidad de
Buenos Aires,

La H'-ATPasa de mitocondrias de higado de rata y miis~
culo cardfaco bovino, como asi también la de levadura y
cloroplastos, posee un péptido de bajo peso molecular
que inhibe la actividad hidrolftica de la enzima, deno-
minado "inhibidor peptidico natural de la ATPasa".

El objetivo de la presente comunicacidn fud demostrar
la presencia del inhibidor en la H-ATPasa de tripano-
somatideos,

Se utilizaron c&lulas de Trypanosoma cruzi y Crithidia

fascicylata para la obtencidn de mitocondrias, a partir
de las cuales, por sonicacidn se obtuvierom particulae
submitocondriales} estas {iltimas se filtraron por colum-
na de Sephadex G-50 logradndose un aumento de la activi-
dad enzimdtica de 0.2 umol/mg a 0.7 umol/mg y de 0.164
umol/mg a 2.lymol/mg para T. cruzi y C,fasciculata, ree~
pectivamente, Estos datos demuestran la presencia del
inhibidor asociado a la enzima y la retencifn del mismo
en la columna.

Las particulas activadas fueron incubadas a distintos
tiempos con concentraciones variables de inhibidor pep-
tidico hepdtico obtenido por el método de Rackar (Proc.
Natl.Acad.Sci, 1962, 48, 1659~1663).

La méxima inhibicién cruzada se obtuvo entre 10-15 mi-
nutos de incubacidn; para T. cruzi se logr§ inactivacién
total, con C.fasciculata la inhibicidn fue del 50-75%.

Los resultados obtenidos de activacidn de la ATPasa
de T,cruzi y C.fasciculata por filtracidn en Sephadex y
la inhibicién por reaccidn cruzada con inhibidor hepati-
co, sugieren la existencia de un inhibidor natural de
la ATPasa en dichos tripanosomatideos.

REGULACION NEUROENDOCRINA DE LA DLFERENCIACION
DE CELULAS DE MEDULA OSEA A LINFOCITOS Thy-1
POSITIVOS. (Neuroendocrine regulation of bone
marrow cells differentiation to Thy-1 positive
lymphocytes). Rivas, C.(Patrocinio: Esquivel,
P.)Inst, de Medicina Experimental, Universidad
Austral de Chile.

Recientemente hemos demostrado que factores
hipotaldmicos son eficeces en restaurar la res
puesta inmune a tiroglobulina, profundamente
deprimida en animales viejos. Experimentos
preliminares indican que &stos factores actua-
rfan a través del timo. Con el fin de diluci-
dar este punto y determinar si el nivel de es-
tcs factores hipotaldmicos se afecta con la
edad, se desarrolld un sistema de cultivo in
vitro de corta duracidn. Timo e hip8fisis pro
vanientes de ratones RK viejos se incubaron en
presencia de un extracto hipotaldmico de dado-
res de edad variable (24 hrs a 14 meses). E1l
sobrenadante de eate cultivo fue agregado a c&
lulas de médula Ssea en las cuales se determi-
nd el porcentaje de c&lulas Thy-1 positivas,
lo que se interpreta como diferenciacidn a lin
focitos T.

Los resultados demuestran que: a) el extrac
to hipotaldmico proveniente de dadores hasta 9
meses de edad es un eficiente diferenciador;
b) tal efecto cae bruscamente entre los 9-10
meses de edad en que la capacidad de diferen~
ciacidn del extracto es nula; c) el extracto
de ratones timectomizados obtenido a los 12
meses de edad demuestra capacidad de diferen~
ciacibn, a diferencia de los controles viejos
no timectomizados, indicando un mecanismo de
feed-back.
(Parcialmente financiado por Proyecto DID-UACH
S~84-08 y FONDECYT N° 1070/85).
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REGULACION HORMONAL HETEROLOGA DE LA ACCION DE PROLAC-
TINA EN GLANDULA MAMARIA. (Heterologous hormonal regu
lation of prolactin action in mammary gland).

Rios, M. y Puente, J. Departamento de Bioquimica y Big
Togia Molecular, Facultad de Ciencias Quimicas y Farma
céuticas, Universidad de Chile.

Numerosos estudios, han permitido constatar que
la enzima §™-glutamiltranspeptidasa de la glindula mama
ria estd sujeta a regulacién por prolactina y que de al
guna forma participaria en el mecanismo de transporte
de aminodcidos a las células secretoras.

En este trabajo, se estudid la participacién
que tienen las hormonas esteroidales, glucocorticoides
y estrbgenos, en la regulacién de la actividad trans-
peptiddsica de la glandula mamaria de rata.

Los estudios se realizaron in vivo, utilizando
ratas ovariectomizadas, adrenalectamizadas, ovariecto-
mizadas-adrenalectomizadas y seudooperadas, las que se
trataron con estradiol, hidrocortisona y domperidona
(farmaco que estimula la secrecidn hipofisiaria de pro
lactina); en la mayoria de los casos se utilizé como
control de la accidn de prolactina, la actividad de la
enzima lactosa sintetasa.

Los resultados confirman que la actividad trars
peptiddsica es regulada por la prolactina, e indican
que tanto los glucocorticoides como los estrdgenos mo-
dulan positivamente la accidn de la hormona hipofisia-
ria sobre el tejido mamario.

El efecto de los glucocorticoides se manifies-
ta principalmente durante la lactancia. Los estrbgencs
parecen ser necesarios en la preparacién de las células
mamarias durante la virginidad, posibilitando asi la ca
pacidad de responder a la prolactina en la lactancia
asi como en la accidn que &sta desarrolla en el proceso
de diferenciacifn de la glindula mamaria.

Financiado por Proyecto DIB 2116-8623 U. de Chile.

DETERMINACION DEL ESPESOR DE BICAPAS DE
LIPIDOS TOTALMENTE HIDRATADAS MEDIANTE
DISPERSION DE NEUTRONES.(Thickness measurements
of fully hydrated bilayers by neutron scattering). Rivas,
E., Reiss-Husson, F. y Sadler, D.M.

Instituto de Investigaciones Bloquimicas de La Plata,
(CONICET), La Plata, Argentina; Laboratoire de Photosyn-

these {(CNRS), Gif-sur-Yvette, Francia y H.HWilis
Physics  Laboratory, University of Bristol, Bristol,
Inglaterra.

Se ha conseguido informaci6n sobre el espesor

de la doble capa lipidica en dispersiones unilamelares
de Hpidos totalmente hidratados, utilizando la té&cnica
de dispersi6n de neutrones a pequefio Sngulo. Se prepararon

vesiculas unilamelares grandes de dimiristoll Iecitina
con cadenas parafinicas totalmente hidrogenadas o
perdeuteradas, mediante el método de evaporaci6n

en fase Invertida y selecclén de tamaio por cromato-
graffa sobre tamices moleculares. Se anallz6 directamente
la varlaci6n de la densidad de dispersibn a través
de la membrana del liposoma utilizando e! formalismo
de la varlacibn de contraste y el empleo de mezclas
de isStopos (H 0/D20), que permite calcular espesores
para las dlstlEtas regiones de la bicapa excluyendo
el medio exterior. Los resultados se expresan en t&rminos
de: a) un parfmetro de espesor a contraste Infinito,
Dw, el cual estf directamente relacionado al espesor
de la membrana. Pgra los liposomas de dimiristoil
lecitina, Dw = 10.75 lo que corresponde a un espesor
de 37.3 st se asume que la superficle del liposoma
es plana y anhidre. b) Un parfmetro o¢, relacionado
a la varlacl6n de la densidad de difusibn a través
de la membrana. El resultado experimental acuerda
estrechamente con los valores calculados previamente
para la estructura cristalina de la DMPC. Un resultado
de sumo interfs es el que muestra que la inclinacién
de las cadenas paraffnicas en la fase a baja temperatura,
es de una magnitud tal que no provoca cambios de
espesor con respecto a la doble capa en la fase lquida.
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ESTUDIO DE LA GLICOPROTEINA INICIADORA DE LA SINTESIS DE
B-1,4-GLUCANO DEL ALGA Protothece 200/7i ( Study on the glycoprotein
primer of a 8-1,4-glucan in the algae Profothece 20p/7) Rives. LA Y
Pont Lezica, R Instituto de Investigaciones Bioldgicas, FCEyN, Universidad
Nacional de Mar del Plata y Centro de Investigaciones Bioldgicas, FIBA.

En trabajos enteriores sobre la sintesis de B-glucanos de pared en la
clorofite Profothecs zqo/77 encontramos que hay dos sitemas paralelos que
sintetizan B-1,4-(B8-1,3)-glucanos (tipo mixto) a partir de UDPG, y
B-1,4-glucanos (tipo celulosa) 8 partir de GOPY. En estos dos sitemes
porece heber rescciones similares en las que estan involucrades
glicoproteinas como iniciadoras. Los estudios cinéticos indican que no hay
interferencia entre ellos y tienen requerimientos de metsies diferentes.
En este trebejo se describe la purificacion y cerecterizacion de ls
glicopraleina iniciedora de la sintesis de glucano tipo celulosa y su
comparacion con 1a involucrade en el glucana tipo mixio.

Las célules se marcen con [“H]leucina in vivo, se preparsn
membranas y se incuban con UDP-{ ¥ 4C)Gic. Le fraccion TCA insoluble se
purificay la glicoproteina doblemente marcads se utiliza para los estudios
de caracterizacion. Se estudia el peso molecular aparents de la
glicoprotefna, tipo de enlace péptido-azicar, tamalfic y composicidn del
oligosacarido, tipo de enlaces glicosidicos y configuracion anomérica. Del
estudio comparativo con la glicoproteina iniciadore de 8-glucanos mixtos
se concluye que estos caminos son paraielos a pesar de tener secuencias de
reacciones similares.

Subsidios de CONICET, CICy SUBCYT.

ANALISIS DE LAS PROTEINAS CROMOSOMALES NO HISTONICAS
DEL ESPERMATOZOIDE EN EMBRIONES DEL ERIZO DE MAR Te-
trapsgus nigen (Analysis of the non histone chromo-
somal proteins of Tetnapygws niger embryos).  Roco,
M., Gonzdlez, M., Gamboa, S., Puchi, M., Departamen-
to de Biologia Molecular y Departamento de Bioquimi-
ca Clinica, Universidad de Concepcidn, Chile.

Post fecundacion del ovocito se produce la fusidn
del pronicleo femenino y masculino. Resultados pre-
vios han demostrado que antes de la fusién, se produ
ce l1a decondensacion del nicleo del espermatozoide ,
produciéndose ademds pérdida de proteinas cromosoma-
les no histdnicas e histénicas. Con el objeto de ob
tener informacidn precisa sobre la cinética de Tibe-
racién de las proteinas no histénicas, se analizaron
estas proteinas cromosomales por ensayos inmunoldgi-
cos a diferentes tiempos postfecundacidn.

Las proteinas cromosomales no histdnicas aisladas
de cigotos obtenidos a los 3,5,7,20,30 y 60 minutos
postfecundacion fueron analizados por electroforesis
en geles de poliacrilamida-SDS y transferidas a pa-
pel de nitrocelulosa. Este se incubd con el anti --
cuerpo antinohistonas de espermatozoides de conejo ,
posteriormente con el anticuerpo antiinmunoglobulina
G de conejo biotinilado y revelado con el sistema
del complejo streptavidina-peroxidasa biotinilada.

Los resultados obtenidos indican que entre 2 y 5
min postfecundacidn hay pérdida de las proteinas no
histonicas del espermatozoides conservandose tres
proteinas que podrian proceder del genoma paterno,
materno o ambos, ya que estas proteinas presentan re
accidn cruzada.

(Financiado por proyecto 20.31.11 de la Universidad
de Concepcidn y Proyecto 1082/85 del FONDECYT).
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BASES JONICAS DE LA RESONANCIA ELECTRICA EN
CEILULLAS CILIADAS AISLADAS DE RANA. (lonic
basiz for electrical resonance in isolated
hair cells from the Bullfrog). Robles. L..
Roberts, W.M. v Hudspeth, .J.  DEpto.
Fisiolagia v Biofisica, Fac. de Medicina,
Univ. de Chile Dept. of Fhysioloaqy, School
of Medicine, Univ. of California, San
Francisco, EA, .S.R.

En la coclea de mamiferos donde existe una
membrana basilar la selectividad de frecuencia
se obtiene por sintonizacidon de esta estruc—
tura. En otras especies existen mecanismos de
51ntontzagién intrinsecos a las células cilia-
das del oido interro. En la tortuga vy en la
rana se ha encontrade que las celulas ciliadas
estdn sintonizadas por resonancia electrica.
En ellas se han identificado canales voltaje
dependientes de Ca++ y canales de K+ activados
por Ca++, que podrian interactuar produciendo
la resonancia del potencial de membrana. En
este trabsjo se estudia la relacidn entre la
frecuencia de oscilacidn vy parametros cinéti-
cos de los canales 10nicos medidos en la misma
célula. Las células ciliadas son disociadas
mecanicamente del saculo y de la papila amfi-
bia de la rana y se registra usando la_técnica
de "patch- clamp" en cé&lula completa. Cuando
las células se estimulan con pulsos de co-
rriente depolarizante muestran oscilaciones
amortiguadas del potencial de membrana con |
frecuencias de resonancia de 125 Hz en el sa-
culo y entre 160 y 250 Hz en la papila. Cuando
s depolarizan en condiciones de voltaje fijo
producen wuna corriente idnica bifdsica.Rlogueo
con TEA permite aislar una corriente de Ca++
de activacidn rapida y otra mas lenta de K+
activada por Ca++, Se observan diferencias
entre los parametros cinéticos de las células
del sdculo de la papila, tanto para los
canales de Ea++ como para los de K+. Estas
diferencias en cinética estdn correlacionadas
con las diferencias en frecuencia de resonan-
cia de los dos grupos de celulas.

ESTUDIO OONFORMACIONAL DE NUEWS ANALO®S ACTIVOS EN
RECEP'DRES DE AMINOACIDOS EXCITADRIOS. (Conformatio-
nal Analysis on new analogs in excitatory amino acid
receptors ). Rodriguez,A.M. Ciuffo,G.M., Estrada M.R.
y Jauregui, E.A.

Catedra de Quimica General II. Fac. de Quimica, Bioqui-
mica y Farmacia. Universidad Nacional de San Luis.

5700 San Luis. Argentina.

Actualmente se acepta que los receptores de aminod-
cidos excitatorios estarfan involucrados en desBrdenes
neuroldgicos, por lo cual ha cobrado gran importancia
la biisqueda de los requerimientos conformacionales en
dicho receptor. En el presente trabajo se realiza un
estudio conformacional tedrico, utilizando un potencial
atomo-atomo empirico, donde se supuso que la hidrata-
cidn eliminaria las interacciones electrostdticas.

Los compuestos estudiados resultan de la modifica-
cidén del Acido iboténico ( IBO) por distintos mecanis—
mos: elongacidn de la cadena lateral ( 2-howolBO, 3-ho
moIBO), sustitucidn en el anillo (ATPA, 4-metilIBO )

y ciclizacién de la cadena lateral en un segundo ani-
1lo (7-HPCA ). Se analiza el efecto conformacional de
estas modificaciones del compuesto base. Se obtiene
que, cuando hay elongacidn de la cadena lateral (2-ho-
moIBO y 3-homoIBO) aumenta la flexibilidad y el niimero
de conformaciones. La sustitucidn en el anillo (4-Me
IB0 y ATPA ) limita la posibilidad, por impedimento
estérico, de aeceder a conformaciones permitidas a IBO.

7-HPCA, compuesto totalmente rigido, adopta las dos
posiciones de semisilla que fueran encontradas experi-
mentalmente (#).

Comparando con resultados obtenidos previamente pa-
ra otros compuestos, se proponen los requerimientos
estructurales en los distintos tipos de receptores de
aminodcidos excitatorios.

# P. Krogsgaard-Larsen et. al. In: Natural Products
and Drug Development.
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ESTUDIO DE LA VELOCIDAD ESPERMATICA EN EYACULADOS FRES-
COS Y CONGELADOS, POR EL METO00 FOTOGRAFICO DE EXPOS!-
CION MULTIPLE, EN POTRO. (Study of the velocity in
fresh and frozen semen, by multiple exposure photogra_
phic method, in stallion). Rodriquez, H., Von Frey, W.
Depto. de Biologfa Celular y Gené-
tica, Facultad de Medicina y Depto. de Reproduccidn Ani
mal, Facultad de Cs. Veterinarias, Universidad de Chile.

Para conocer la potencialidad fecundante de un eyacu
lado, se ha ideado una serie de métodos tendientes a u-
na evaluacién objetiva. Se plantea estudiar la veloci-
dad de los espermatozoides eyaculados, a través del Mé-
todo Fotografico de Exposicién Maltiple (Makler, 1980),
en los perfodos de Junio-Julio y Octubre-Noviembre, tan
to en semen fresco como luego de la congelaci6n. Se tra
bajé con un total de 30 eyaculados en los que se evalud
el espermiograma convencional y la velocidad espermiti-
ca {um/seg). E} periodo de congelacién fue de un mes.

Los valores de la velocidad espermdtica mostraron un
rango promedio de 10 a 12 um/seg. Al estudiar su rela-
cién con las caracteristicas evaluadas en el espermio-
grama convencional, se encontraron coeficientes de co-
rrelacién positivos y significativos con la motilidad
subjetiva y la vitalidad espermdtica, pero negativos
con la morfologia espermdtica. Estas correlaciones re-
sultaron semejantes para ambos periodos estudiados y
tanto para semen fresco como congelado, sin presentar
diferencias estadisticas entre ellos.

Se concluye que la velocidad espermdtica es una ca-
racteristica que permite evaluar la potencialidad fecun
dante de los espermatozoides eyaculados y que no se a-
fecta por el perfodo de estudio o el procesoc de congela
cién.

(Financiado por Proyecto DIB N° B 1464-8655).

ESTUDID HISTOQUIMICO E INMUNDCITOQUIMICO DEL DORGAND
SUBCOMISURAL, FIBRA DE REISSNER Y MASSA CAUDALIS EN
LARVAS DE LAMPREAS (Geotris sustirslls).(Histochemi-
cal and immunocytochemicel study of the Subcommissu-
ral Organ, Reissner's fiber and Masss Caudalis in
lamprea larvae (Geotrie australis). Rodriguez S.,
Rodriquez P.,Banse C.,Instituto de HIstologle y Patg
logia, Facultad de Medicina, Universidad Austrel de
Chile. (Patrocinio: K Schoebitz),

El orgeno subcomisurel (0S5), estructura circunven-
tricular ubicada bejo la comisura blance posterior,
secreta materisl glicoproteicn hecie el tercer ven-
triculo cersbrel, formando la fibre de Reissner (FR)
estructura filamentoea que silgue el canal ependima=-
rio y en su porcidn termipm) forme la Massa Caudalis
(MC).

El DS, FR y MC de larvea de lampreas fueron inves-
tigada 1: histoquimicamente mediante Lectinas: aglu
tinine de Recinus comunis (RCA), Concanavalina A
(Con A), ailutinina de germen da trigo (WGA); 2:in-
munocitoquimicamente utilizando anticuerpos Anti FR
de bovino,

El 0S y 1a MC fueron fuertemente inmunoreactivas,
en cambio la FR fue inmunonegativa. La FR no reace
ciond ni con Con A ni RCA. Solo la periferia de la
FR fue WGA (+), La RCA mastrf afinided por le FR des
pués de hidrélisis écide. El centro de la MC fue
fuertemente WGA positiva.

E£stos resultados sugleren que: a) a8 nivel de la FR
hay une alteracién conformacional que esconds los
sitios inmunoreactivos, hecho que es revertido en la
MC; b) le FR tiens una cublerts de glicoproteinas
que contienen Acido 5i8lico como residuo terminel,
mientras gque la MC posee una cyblserte de glicoprota!
nas con Galactosa como residua terminal; c)en la FR
y MC la disposicién espacisl de las glicoproteinas
es diferents.

Finenciedo Proyecto 5-85-39 Dir. Investigacién UACH
y Grant 1/38259 Stiftung Volkswegenuerk.
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SINTESIS Y CARACTERIZACION DE GAGs EN CELULAS DE ESTR(MA
DE TESTICULO ENCULTIVO. (GAGs synthesis by testicular
stromal cells). Rodriguez,J.P.y Minguell,d.J. Unidad de
Biologia Celular, INTA Universidad de ChiTe.

Los componentes de la matriz extracelular(ME) regulan
la adhesi6n, los patrones biosintéticos, la migracifn y
la proliferacion celular. Esto sugiere que la organiza-
cién de la ME, también pudiera jugar un rol importante
durante la activa proliferacidn y diferenciacién celular
en la espermatogénesis. En este sistema la génesis de wna
ME funcional radica en Jas células de estroma testicular
En este trabajo se presentan resultados sobre estudios
de sintesis y caracterizacion de glicosilaminoglicanos
(GAGs) producidos por células de estroma testicular de
rata, cultivadas en un sistema en el cual coexisten to-
dos los fenotipos de estroma (Sertoli, Leydig, peritubu
lares, fibroblastoides y otros). Las células se cultivan
en medio 199 suplementado con suero fetal (12%) y de ca-
ballo (12%) e hidrocortisona (10-7M) a 332 en 5% C02.En
las células adherentes (estroma) se determina: prolife-
racion celular y produccién de testosterona, ABP, cold-
geno y GAGs.

La sintesis de GAGs totales se determina usando gluco
samina tritiada y precipitacién diferencial con cetil-
trimetil-amonio(CTA) al 1%. Los distintos tipos de GAGs
(dermatan sulfato,DS; Heparan sulfato,HS; dc.hialurdni-
co,HA; condroitinsulfato,CS) se cuantifican por trata-
miento con enzimas selectas yprecipitacifnposterior con
CTA.

En este sistema ocurre proliferacion, produccién de
ABP, testosterona como también de coldgeno y GAGs. La
sintesis de GAGs se correlaciona con proliferacidn celu-
lar, alcanzando un mdximo al momento de confluencia. Se
observa una marcada diferencia entre el porcentaje de
GAGs en medio de incubacién vs. células (DS: 19 vs. O;
HS: 17 vs 79; CS: 50 vs 15; HA: 14 vs 6). La produccién
de coldgeno y GAGs por un sistema de cultivo donde estan
presentes todas las células de testiculo, permitird co-
nocer el rol de ME en la espermatogénesis.

(Financiado por DIB. B-2173 y PNUD-CHI 84/003).

REGULACION DE RECEPTORES ADRENERGICOS Y PURINERGICOS EN
EL CONDUCTO DEFERENTE DE LA RATA (Adrenergic and puri-
nergic receptor regulation in the rat vas deferens).
Rohde, G.C. Lab. de Farmacologia, Fac. Cs. Bioldgicas,
P. Universidad Catdlica de Chile. (Patrocinio: Renato
Albertini).

En los (iltimos afios se han presentado evidencias
que apoyan la idea de una co-transmisidn adrenérgico-
purinérgica en el conducto deferente de varios roedores.
Entre las interxrogantes que plantea dicho modelo nos in
teresd estudiar las modificaciones que provoca la dener
vacidén en las respuestas adrendrgica y purinérgica. Pa-
ra ello se usaron ratas Sprague-Dawley contrcoles y de-
nervadas quirfirgicamente o con 6-OHDA. Los segmentos
prostaticos y epididimarios se incubaron en un baio de
superfusidn a 37°C con tensidn basal de 1 gr. Se estu-
did la afinidad (EC5 ) y efecto maximo de agonistas
adrenérgicos y purihérgicos en controles y denervados,
antes y después de incubar con antagonistas especificos.
Los resultados demostraron una disminucidn de la EC
para noradrenalina en ambos segmentos y un aumento de
4x el efecto maximo sdlo en el prostdtico despuds de la
denervacidn quirlirgica. Resultados similares se obtie-
nen con la denervacidn quimica. La potencia de antago-
nistas (pA.) no se modificd por la denervacidén en el
segmento epididimario pero aumentd en forma significati
va en el prostitico. El estudic de agonistas purinrgi-
cos no demostrd cambios significativos en la respuesta
mixima ni en la afinidad. La evidencia sugiere un aumen
to en el nimero de receptores adrenérgicos en el segmen
to prostdtico con cambios de afinidad a diferencia de
lo que ocurre en el segmento epididimario. La ausencia
de modificacidn en la respuesta purinérgica sugiere asi
mismo una regulacidn distinta de estos receptores.

Financiado por Proyecto 03/86 Escuela Medicina, Pontifi
cia Universidad CatBlica de Chile.
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CARACTERIZACION DE LAS DNA POL IMERASAS DNA-DEPENDIENTES
DE Trypanosoma chuzi.| Characterization of DNA -
dependent DNA polymerases from Traypanosoma cruzd ). Ro-
Jas, C.V.,Solari, A.

Departamento de Bioqufmica, Facultad de Medicina, Uni -
versidad de Chile.

Las diferentes etapas del ciclo de vida del protozoo
Thypanosoma cruzd, agente causal de la enfermedad de -
Chagas, se encuentran representadas por formas celula -
res que son distinguibles mediante diversos parémetros,
uno de los cuales es la proliferacién celular.

Con el prop6sito de comprender los mecanismos involu
crados en la regulacién de la replicacién del DNA en
este parssito, se ha abordado el estudio de las enzimas
que participan en este proceso, en una primera instan -
cia, las DNA polimerasas.

Se ha establecido un esquema de purificacién que ha
permitido separar dos fracciones con actividad DNA poli
mer&sica, a partir de los extractos de la forma epimas-
tigote de! par&sito. Estas dos actividades parcialmen-
te purificadas, han sido caracterizadas segin : a) la
capacidad para utilizar diferentes tipos de complejos
matriz -~ partidor como sustrato, b) la sensibilidad a
inhibidores especlficos y selectivos y ¢) a sus propie
dades ffisico - qulmicas. -

Resulta de interés sedalar que de acuerdo a las ca-
racteristicas determinadas, ambas actividades enzimiti-
cas difieren de las DNA polimerasas de las células hu-
manas, que son infectadas por este par&sito intracelu -
lar.

Financiado por : Universidad de Chile. Proyecto -
B-2130-8622 y UNDP/World Bank/WHO/TDR.

SUENO DESINCRONIZADG Y CICLO DE TEMFERATURA.
#oncagliolo M., wyneken U. vy ¥ivalda E. a. Upto.
de Fisiologia, U, de Valparaiso; Institutc de
Neurocirugia:; y Dpto. de Figiologis. Facuitaa age
Hedicina, Unaiversidad de Chile.

Los elementos relevantes del ciclo sueno
vigilia en ratas iondas delta y husos del
electrocorticograma, actividad theta hipocampal y
electromiograma), son detectados ininterrumpidamente
por un microcomputador conectado directamente a un
poligrafo, y sus incidencias son cuantificadas en
intervalos de 15 segundos. Esto persmite diagnosticar
vigilia (V), suefio de ondas lentas o sincronizado (55)
v suefio activo o desincronizado (5D). Se estudiaron
tres ratas, por cuatrc a siete dias, bajo cicio luz
oscuridad 12:12. Ademéds en dos ratas se tomaron
muestras cada 15 segundoe de la temperatura corporal.

La curva de temperatura presenta un aumento
sogtenido que comienza 2 horas después del comienzo de
la fase de iuz v hasta unas 3 horas antes del fin de la
fase de oscuridad. Sobre esta linea sme superponen
aumentos transitorios correspondientes a los episodios
de actividad.

Se definieron indices para evaiuar propension
al 5D. Para estimar el curso temporal durante las 24
horas, cada dia se dividié en & intervalos de 4 horas,
se celcularon los indices pars cada intervalo y se
promediaron luego los intervalos correspondientes. Los
siguientes son los indices y las secuencias de o
valores que resumen sus cursos temporales promedios en
24 horas, correspondiendo los 3 primeros a la fase de
luz. Cantided de SD: 21, 30, 29, 9, 1l. 4 wminutos.
Porcentaje del suefio total ocugudo por SD: 13, 17, 18,
13, 14, 8. Latencia wayor al SD (duracién del episodio
de SS mas grolongldo interpuesto entre V y SD): 19, 17,
12, 8, 8, ainutos. Latencis mayor al SD como
porcentaje del SS: 13, 10, 9, 14, 11. 16.

El que la -anr propengién al SD coincida con
ls parte inicial de la fase ascendente de la curva de
temperatura es andlogo a lo observada en el humano, y
podria permitir madelar en la rata las alteraciones de
la interaccién entre SD y ciclo de temperatura
caracteristicas de patologias neuropsiquidtricas que
involucren s los ritmos blolégicos.

Proyecto D.I1.B., U. de Chile H-2406.
Proyecto FONDECYT 1221.

(se SDS-PAGE y tincidn con AgNO
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PARTICIPACION DE UN INTERMEDIARIO MONOCICLICO
EN LA BIOSINTESIS DE MONOTERPENOS,.(Participa-
tion of a Monocyclic Intermediate in Monoter-
pene Biosynthesis). Rojas,M.C., Avalos, V. y
Cori, 0. Dep.Quimica,Fac.Ciencias,U.de Chile.

Se ha propuesto que en la ciclacibn enziméti
ca de neril y geranil bifosfato (NPP y GPP) a
monoterpenos ciclicos, participaria un interme
diario monociclico del tipo terpinilo. Datos
termodindmicos y cinéticos en reacciones mode-
lo, ponen en duda la participacién de este in-
termediario en la biosintesis de monoterpenos
biciclicos.

Se sintetizd terpinilbifosfato tritiado
(TPP-3H) y se ensayd su utilizacién por un sis
tema enzimatico que forma (3 -pineno y limoneno
a partir de GPP y NPP. TPP-3H fue transformado
eficientemente al hidrocarburo monociclico li-
moneno. No se obtuvieron hidrocarburos bici-
clicos, La eficiencia catalitica de la limone-
no sintetasa fue 35 veces mayor con TPP que con
GPP y NPP como sustratos.

Los datos sugieren la participacién de wun
intermediario terpinilo en la biosintesis de
limoneno, en tanto p-pineno se formaria en un
proceso concertado a partir de los precursores

aciclicos. =
Z PP
P - ;
GPP TPP . .
limoneno P—plneno

P60Nc ¥ CLATHINA DE N.crassa: CARACTERI ZACION
MOLECULAR (P60Nc and clathrin from N.crassa:
molecular charatterization).Resa,A.L.,Alvarez,
M.E.,Bocco,J.L. y Maccioni,H.J.F..

TIQUIBIC (UNC=CONITET) Facultad ce Ciencias
Quimicas,UNC, 5016-Cordoba, Argentina.

Clatrina de N. crassa ha sido carac-
terizada en nuestro laboratorio (Rosa,A.L.,
Gravotta,D. y Maccioni,H.J.P.,esta Reunibn).
P60ONc (PM 60Q00) copurifica con clatrina y po-
see propiedades fisico-quimicas semejantes.Se~
gin microscopfa electrénica,la proteina forma
filamentos que pueden desensamblarse y re-—en-—
samblarse en estructuras semejantes a "canas-—
tos" vacfos de clatrina.

Una preparacidn altamente enriquecida en P&ONa
) nos permi-~
tid obtener anticuerpos que,luegoade purifica-
dos por afinidad,fueron caracterizados en "Wes
tern blots".

Como aproximacién a estudios moleculares de la
expresién genética de clatrina y PEONc,mRNA-
poli-A" de N.crassa fue purificado por croma-
tografia en oligo(dT)-celulosa de RNA total
obtenido de micelio vegetativo (cepa St.Law-
rence 74 A).La integridad del RNA se estudid
por electroforesis en geles de agarosa (BRNA-
glioxal-IMS0) y tincién con plata.El mRNA-go—
1i-A" obtenido (aprox. 0.8 % del RNA tot

fue traducigg in vitro en presencia de (“H)-
leucina o (““S)-metionina en extractos de ger-
men de trigo y los productos radioactivos i-
dentificados luego de SDS-PAGE y fluorografia.
Se presentan’ resultados sobre experimentos de
inmino-perecipitacibén de los productos de tra-
duccidn in vitro.
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CLATRINA Y VESICULAS CUBLERTAS EN N. crassa.
(Clathrin coated vesicles in N. crassa).Roga,
A.L.,Gravotta,D. y Maccioni,H.J.F.

CIQUBIC (UNC-CONICET) Facultad de Ciencias
Quimicas,UNC,5016-Cérdoba, Argentina.

Hemos encontrado y caracterizado
clatrina y vesiculas cubiertas en el hongo fi-
lamentoso N. crassa.

Las vesiculas cubiertas fueron obtenidas a
partir de cultivos vegetativos de cepas salva-
je y mutantes morfolbgicas.Las células coce-
chadas y lavadas,pulverizadas en aire liquido
y homogeneizadas porrruptura mechnica y soni-
cacibn se sometieron a centrifugaciones dife-
renciales para obtener una fraccidn microso-
mal cruda.La misma fue cromatografiada en co-
lumna de perlas de vidrio obteniendo fraccio-
nes con vesiculas cubiertas distinguibles se-
gln tincidn negativa y microscopfa electréni-
ca.Segin SDS-PAGE estas fracciones estaban en-
riquecidas en un polipéptido de movilidad e-
lectroforética similar a clatrina bovina (172
Kd).Por estudios de microscopia electrénica y
SDS-PAGE se logrd estudiar el ensanblado-de-
sensamblado de "canastos" vacfos formados por
clatrina de N.crassa.

Anticuerpos obtenidos contra clatrinas de va-
ca y N. crassa no dieron reaccién cruzada en
"Western blots".

CAMBI0S DEL ESPERMATOZOIDE EN EL TRACTO EPIDIDIMARIO
(Capra hircus). (Spermatozoal changes in the epidydimal
tract of Capra hircus). Rubio, M., Bustos-Obregén, E.

Depto. Biologfa Celular y Genética, Facultad
Medicina y Depto. Zootecnia, Facultad Cs. Veterinarias,
Universidad de Chile.

Se ha realizado un estudio preliminar de la madura-
ci6n espermitica del chivo. Una caracteristica importan-
te de dichos cambios es la motilidad progresiva.Ademss,
se han detectado variaciones morfoldgicas y en la compo-
sicion quimica de los nlGcleos de los espermatozoides que
ocurren durante su pasaje por el epididimo.

Se obtuvo por castracién quiriirgica epididimos de cin
co chivos en perfodo reproductivo, realizindose test de
decondensacién (DC) con tioglicolato en espermatozoides
de cabeza, cuerpo y cola de los epididimos. Ademds, se
midié motilidad objetiva y velocidad esperm&tica por Fo-
tografia de Exposicién Multiple (MEP) en los tres segmen
tos epididimarios, asi como motilidad subjetiva. -

Por M.E.P. se ha encontrado que la motilidad espermé-
tica en los distintos segmentos del epididime {cabeza:
11,73%; cuerpo: 29,49% y cola: 66,7%), difiere entre e-
llos significativamente (p 0,05), no concordando ésto
con los valores de motilidad subjetiva. La velocidad es-

permdtica (u/seg) es homogénea en el tracto epididimario

Por otro lado se observé una progresiva disminucién de!
% de DC nuclear a lo largo del epididimo (cabeza:18,30%;
cuerpo: 16,73% y cola: 3,92%). Se detecta la inadecuada
estabilizacién de la cromatina, dependientes de enlaces
5-5, cuando el espermatozoide no ha alcanzado su madurez
6ptima en el epididimo.

Los cambios del espermatozoide que se relacionan con
la capacidad para fertilizar y que se reflejan en el de-
sarrollo creciente de la motilidad progresiva y modifica
ciones del estado estructural de la cromatina esperm&ti-
ca a través del tracto epididimario, son los indicadores
de maduracioén espermdtica, la cual se completarfa en el
segmento terminal (cola del epididimo).

(Financiado por Proyecto DIB N°B 1464-8655)
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EFECTO DEL 48/80 SOBRE L4 C32+—ATPasa LUEGO DE TRATA-
MIENTOS QUL IMPIDEM SU COMBINACION CON LA CALMODULINA.
(Lffects of 48/80 on the CaZ*_pTPase after treatments
that impede its combination with calmodulin).
J.P.F.C., Rega, A.F. y Garrahan, P.J.
Instituto de Quimica y Fisicoquimica Bioldgicas (UBA-
CONICET), Facultad de Farmacia y Bioquimica, Junin 956,
1113 Buenos Aires.

Rossi,

La Caz+—ATPasa de membranas de eritrocitos humanos
es modulada por la calmodulina (CaM). Hemos demostrado
(B.B.Acta 816, 379) que el compuesto 48/80 (inhibidor
altamente especifico de los efectos de la CaM sobre la
Ca“*-ATPasa) inhibe con alta afinidad (Ki = 3,3Ag/ml)
en forma parcial y no competitiva al componente de alta
afinidad y en forma competitiva al componente de baja
afinidad de la curva de sustrato de la CaZ+-ATPasa. El
efecto del 48/80 sobre los componentes de alta y baja
afinidad al ATP son atribuibles a su accién sobre la
CaM. La proteblisis controlada de la CaZ+-ATPasa impi-
de la unidén de la CaM con la enzima (Zurini et al., J.
Biol. Chem. 259, 618). En estas condiciones el compues
to 48/80 inhibe en forma no competitiva y total la acti
vidad de Ca’*-ATPasa, con alta afinidad (Ki = 8,Lag/mD).
Este efecto del 48/80 dsbe atribuirse a la combinacién
del inhibidor con la Ca’t-ATPasa y no con la CaM. Estos
resultados permiten congluir que: a) E1 48/80 es capaz
de combinarse con la Ca?t-ATPasa inhibiéndola en forma
completa. b) Los efectos de compuestos inhibidores de la
CaM no son necesariamente atribuibles a su accidén sobre
la CaM puesto que esos compuestos pueden también actuar
en forma directa sobre la enzima.

Con subsidios del CONICET y de la Universidad de Bue
nos Aires.

DISTRIBUCION ESPACIAL EN ADULTOS DE DROSOPHILA MELANO-
GASTER SELECCIONADOS PARA ALTA Y BAJA ACREGACION DE_
AUEVOS. (Spatial distribution in adults of Drosophila
melanogaster selected for high and low egg agregation
Tate). Ruiz, G. Inst. Ecologia y
Evolucidn, ﬁac. Ciencias, U.Austral de Chile

6§s§e trabajo pone a pruegi la hipbtesis que la elec
ci el sitio de oviposicién en Drosophila melanogas-
ter, es una forma de expresién de la conducta gregaria
que poseen los adultos.

Con este objeto, a grupos de individuos selecciona-
dos para alta y baja agregacién de postura de huevos,
se les registré la distribucién espacial. La estadisti
ca usada fue la distancia al vecino mis cercano (Clark
y Evans, 1954).

Los resultados indican que: -no existe diferencia
sexual para la distribucién espacial de los individuos
-la distribucién espacial de los adultos seleccionados
para alta concentracién de huevos es significativamen-
te diferente de los seleccionados para baja concentra-
cibn de huevos (R=0.46 y R=0.96 respectivamente;
F=78.04; P 0.01); -individuos sin experiencia sexual
y seleccionados para alta o baja concentracién de hue-
vos poseen una distribucién espacial similar; R= 0.74
y R= 0.87 respectivamente.

Estos resultados aprobarfan la hipdtesis propuesta.
Sin embargo para la distribucién espacial de los adul-
tos deberga considerarse su estado fisiolégico.

(Financiado por Proyecto RS-83-15 D.I.D., U.A.Ch.)
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ESTUDIO DE LAS PROYECCIONES INTERHEMISFERICAS VISUALES
EN RATAS ANOFTALMICAS CONGENITAS (Study of the visual
interhemispheric projections in anophtalmic rats) Ruiz,
G.; Bravo, H. y Olavarria, J. Laboratorio de Neurofi -
siologia, Facultad de Ciencias Biolégicas y Departamen-
to de Anatomia, Escuela de Medicina, Pontificia Univer-
sidad Catdlica de Chile.

La corteza cerebral visual de la rata envia y recibe co
nexiones interhemisféricas a través del esplenio del
cuerpo calloso, estableciéndose éstas entre los 1imites
de las diferentes dreas visuales. Existen antecedentes
que indican que estas proyecciones se remodelan cuando
el sistema visual es manipulado externamente, por ejem
plo en enucleacién postnatal.

En el presente trabajo estudiamos lo que sucede cuando
la deprivacidn se realiza en periodos prenatales, ut111
zando para ello una cepa de ratas anoftdImicas congéni
tas. Miltiples microinyecciones de HRP disuelta en DMSO
al 1% se practicaron en la corteza de un hemisferio ;
después de 24 a 48 horas de sobrevida se perfundieron y
fijaron los cerebros para Tuego realizar secciones seria
das. Utilizando 1a técnica de corteza aplanada e histo
qu1m1ca correspondiente se visualizd todo el patrdn de
conexiones interhemisféricas. El andlisis en campo cla
ro y obscuro reveld que la distribucidn general de cone
xiones, descrito anteriormente, se mantiene.

Esto G1timo indica que la ausencia de input visual desde
periodos prenatales no altera el establecimiento de las
conexiones interhemisféricas. Sin embargo algunos deta
11es como el ancho de la banda existente entre el drea
estriada y periestriada lateral es mayor. Este hecho se
podria interpretar como la persistencia en estas ratas
anoftdlmicas de grupos neuronales que en condiciones
normales remodelan sus conexiones interhemisféricas por
el input que viene de 1a retina.

ACTIVIDAD TRANSPORTADORA DE FOSFOLIPIDOS EN OVOCITOS Y
EMBRIONES DE ANFIBIOS. Phospholipid transfer activity in
amphibian oocytes and embryos.Rusifnol,A. y Bloj,B.
Dpto.Biogq.Nutricional INSIBIO (CONICET-UNT).Instituto de
Qca.Bioldgica - Fac.Bioq.Qca.y Farmacia. UNT. Chacabuco
461 - 4,000 - Tucumin.

Se estudid el rol de las proteinas transportadoras de
fosfolipidos durante la biogénesis de membrana plasmiti-
ca que ocurre durante el desarrollo embrionario de Bufo
arenarum.Se midid la actividad transportadora en sobrena
dante de pH 5,1 de ovocitos y de embriones utilizando ve
siculas sonicadas que contenfan fosfolipidos marcados
con 14C y trioleina 3H(como marcador no intercambiable)
como particulas donoras y membranas de eritrocitos trata
das con glutaraldehido como particulas aceptoras.Las me-
diciones se efectuaron a 37°C y los resultados se expre-
saron en % de trasnferencia por hora y por mg de protei-
na.La actividad transportadora de fosfatidilcolina (PC)
en sobrenadante de ovocitos sin fecundar es de 12, ocho
veces mas alta que en sobrenadante de higado de sapo hem
bra.Después de 20 hs de desarrollo, en el estadio de
bldstula tardia,esta actividad es solamente de 2,3. Un

descenso de 4 veces en la actividad transportadora se ob

tiene también si la actividad se expresa por embridn.las
actividades transportadoras de fosfatidilinositol (PI) y
fosfatidiletanclamina (PE) en el sobrenadante de ovoci-
tos (expresadas como % de transferencia por hora y por
100 ovocitos) es de 11,1 y 5,6 respectivamente.En el es-
tadfo de bldstula tardfa la primera es solo de 0,6 y la
segunda no se detecta bajo las condiciones experimenta-
les usadas.Estos resultados sugieren que mas del 95 % de
las actividades transportadoras de PE y PI y el 75 % de
la de PC presentes en el sobrenadante de ovocitos no son
esenciales para el posterior desarrollo del embridn. No
se descarta sin embargo que una proteina transportadora
especifica para fosfatidilcolina sea requerida para este
proceso.

COMUNICACIONES LIBRES

EVIDENCIAS HISTOLOGICAS Y HEMATOLOGICAS DE CAM-
BI0S CIRCADIANOS DEL BAZO ASOCIADOS AL SOPOR DE
Manrmosa elegans. (Histologic and hematologic
evidences of dailly changes in the spleen of
Marmosa efegam associated with torpor).

Rufz, G. y Valenzuela, C. Depto. de BiologfTa
Universidad Metropolltana de Cs.de la Educacién

Diversos estudios Indican que los estados de
sopor en mamiferos estdn frecuentemente rela-
cionados con camblos hematolSgicos cuya magnj
tud y direccién (hemodilucién o hemoconcentra-
cién) aparentan ser caracteristicos de los gru
pos o de las especies estudiadas. Se ha suge-
rido ademds que la habilidad para entrar y sa-
lir ripidamente del sopor estd asociada con el
almacenamiento de eritrocitos en el bazo.

€l objetivo del presente trabajo es determi-
nar la direccién de los posibles cambios hema-
tolégicos durante el sopor de un marsupial, gru
po no estudiado en este contexto, y paralelamen
te buscar evidenclias de almacenamiento y deple
clén esplénica de eritrocitos.

Con este propdsito se obtuvo por punclén car
dfaca sangre de marmosas tanto en estado de soC
por como en actividad normal. En algunos ejeﬂ
plares se extirpd el bazo durante el sopor y
en otros durante la fase activa. Luego del re
gistro de los pesos relativos de los bazos, se
procesaron para microscopfa Sptice.

Los resultados indican que el estado de so-
por de Marmosa elegans esta asociado con una
hemodilucién sistémica derivada del secuestro
esplénico de eritrocitos, 1o que se evidencia
por: 1) disminucidn del hematocrito, 2) incre
mento en el peso relatlvo del! bazo y 3) marca~
do incremento del nimero de eritrocitos almace
nados en el bazo.

Proyecto DIB N 1753-864k Univ., de Chile,

TELA DE ALGODON DERIVATIZADA COMO MATRIZ PARA INMOVILI-
ZACION DE A-GALACTOSIDASA. (Derivatized cotton cloth as
matrix for the inmobilization of p-Galactosidase). Sal-
dafia R., Herlitz E. Departamento de Bromatologia, Nutri
cién y D1etet1ca Facultad de Farmacia, Universidad de
Concepcidn. (Patroc1n1o M. Bunster}.

Existe gran interés por disponer de una -Galacto-
sidasa inmovilizada que posea estabilidad, actividad a-
decuada, buenas propiedades mecdnicas y un costo razona
ble. La aplicacién prdctica de un preparado oue cumpla
tales condiciones permite la hidrélisis enzimdtica de
lactosa en diferentes productos de interés en tecnolo -
gia de alimentos.

En el presente trabajo se ha optimizado 1a obten -
ci6én de un derivado hidrofébico de tela de algoddn ca -
paz de inmovilizar 3-Galactosidasa a través de adsorcién
hidrofdébica. La obtencién de un derivado hidrofébico de
tela se logra mediante el acoplamiento de fenilglicidi-
1éter a los grupos OH de la tela, el cual proporciona a
través de los grupos fenilo las caracteristicas hidrofd
bicas necesarias para la adsorcifn de la enzima. Varian
do las condiciones de reaccién entre la tela y el fenil
gl1c1d11eter se ha logrado aumentar la adsorcién de la
enzima a la tela. La enzima inmovilizada de esta manera
ha sido caracterizada y se ha evaluado su capacidad pa-
ra hidrolizar lactosa a escala de laboratorio.

Financiamiento : Proyecto FONDECYT 0520/85.
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RELACION SACAROSA-AIMIDON: UDP-Glc FOSFORILASA, SU DIS-
TRIBUCION Y LOCALIZACION. (Relationship between sucrose
and starch: UDP-Glc Phosphorylase, its distribution and
localization). Salerno, G.L.

Instituto de Investigaciones Bioldgicas, Facultad de
Ciencias Exactas, Universidad Nac. de Mar del Plata y
Centro de Investigaciones Bioldgicas, FIBA, Casilla de
Correo 1348, 7600 Mar del Plata, Argentina.

E) mecanismo por el cual los productos de la reaccidn
catalizada por sacarosa sintasa (SS) en el sentido de
clivaje de sacarosa, participan en la sintesis de al-
midén, permanecid sin definirse hasta la demostracidn
de la enzima UDP-Glc fosforilasa en endospermas de maiz
en desarrollo (Salerno, 1985), Dicha enzima, que catali
za la fosforSlisis del UDP-Glc con la concomitante for—
macién de UDP y Glc-1P, permite explicar la relacifm en
tre SS y la sintesis de almid6n, al facilitar Gle-lP,
necesaria para su sintetasa. Se considerd importante
conocer la presencia de la enzima en otras fuentes vege~
tales, asi como también en distintos tejidos. Se compro
bd la actividad UDP-Glc fosforilasa en otros granos en
formacifn (trigo y cebada) asi como en semillas maduras
de dichas plantas. Por otra parte, en tejidos fotosin-
téticos, hojas de cereales y en un alga unicelular,
Chlorella vulgaris, la enzima se halla siempre presente.
Dado el rol fundamental que esta enzima tiene en granos
en desarrollo, se procedid a determinar la localizacidn
de la enzima en endospermas de maiz en desarrollo, con
lo cual se tendrfa un esquema m3s claro de la via que
sigue el UDP-Glc hasta el almiddn. Para ello se prepara
ron protoplastos de endospermas de maiz y a partir de -
ellos se aislaron los amiloplastos. La actividad enzimd
tica aparecid vinculada a la fraccidn de amiloplastos y
queda por determinar su vinculacidn con el pasaje a tra
vés de la membrana de los plistidos. -

Apoyado por CONICET y CIC.

ACTIVIDAD DE LA ATPasa LISOSOMAL DE HIGADOS CON DIFERENTE
CAPACIDAD PARA DEGRADAR PROTEINAS. (Lysosomal ATPase activity in
livers with differsnt protein breskdown ebility). Senllorenti, P.M..
Cosste, RO, Bur, JA y Conde. RD. Instituto de Investigaciones
Biologicas, Facultad de Clencias Exactas y Naturales, Universidad Nacional
de Mar del Plata, Argentina.

Cuando s¢ administra 8 ratonss aduitos una diets sin protsinas, el
contenido de proteinas hepétices se reduce a la mitad en S dies. La masa
perdida se recupera répidemente a1 realimentar a los enimales con una
dieta completa. Esto so dobe o que la degradecion proteica se inhibe.
Existen evidencies sobre la porticipacién de los lisosomas en diche
degradecion. La regulacion de la activided lisosomal podrfa estar a nivel de
la ATPesa presente en la membrana de dichas organaias. Su funcion serfa
mantener 18 acidez intralisosomal.

E1 presente trabejo se ortentd a 1 medicion de 1s activided de ATPasa
en membranas lisosomales aislades de higados do animales en dista sin
proteings (degradecion oumentads) y reelimentados (depradecion
inhibida). Las membranas se aisiaron & portir de 1isosomas corgades con
Triton WR 1339 (Tritosomas). Ademés de le activided do ATPasa, se
midieron los contenidos de fosfolipidos y proteinas.

Los resuitados indicoron que la activided de ATPasa por umol de
fosfolipido es independiente de la copacided degradetiva del tejido. Sin
embargo, 8l contenido de proteina por umol de fosfolipido es meyor en les
membranas provenientes de tejido con baja activided degrodetive. La
relacion entre este hecho y la ectividad proteolitics de 108 lisosomes es
desconocida.

f inanciado por CONICET, CICy FIBA.
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ANAL ISIS MOLECULAR DE PLASMIDOS EN CEPAS DE

T. ferrooxidans AISLADAS DE MINERALES
CHILENOS. (Molecular analysis of 7.
ferrooxidans plasmids isolated From strains

of chilean minerals).
Sanchez, H., Caceres, B.
Droguett, G. y Hevia, E.

) Sanches, Jd. F.,
Labaratoria de

Bioguimica, FaculTad ée Cienciaz Rkioldgicas,
Universidad Catolica, Casilla 114-D,

Santiago, Chile. (FPatrocinio: F, Bullj.

La lixiviacion bacteriana es un
procedimiento alternativo interesante para la
solubilizacidn de ciertos melales & partic de
minerales de baja ley. Este proceso involucra
la participacion de una bacteria acidofila,
T. ferrovxidans.

Con el proposito de iniciar estudios
dirigidos hacia la manipulacion del DA de
este microorganismo, hemos caracterizado vy
claonado en £. coeli, segunr tecnicas usuale
elementos extracromosomal es aislados
diversas cepas autoctonas de 7. ferrooxidans.

De las cepas A4, A-6 y R-&, se aisleo un
plasmido de caracleristicas molecul ares
similares, en base a coriterios de tamaiso
(10 kb) Yy mapas de trestriceion. Se
caracterizd en mas detalle el plasmido de
A-4, por clonamiento parcial de varions
subfragmentos de este en pUCI7/J11101. Hemos
encontrado en éeste, una regidn refractaria al

By
@

clonamniento en el sistema descrito. La cepa
D-2 carece de plasmidos y la cepa HALS-100
tiene uno diferente, segun criterios ya
mencionados. Intentlos rejterados de

transformacion de E£. celi con el plasmido

nativo o incorporando el gen CaAF han
resultado infructuosos.
Este estudio tiene como fin, la cons-

truccidn de pldswidos hibridos, que
ser usados comu vehiculos de clonamiento
malecular en este acidofilo,lo que permitira
mejorar algunas propledades bacterianas, para
obtener wia mayor eficiencia en el proceso de
biplixiviacion.

puedan

Financiado por FNUD-0WUDT (CHI 85/,002) .

COMPOSICION QUIMICA DE APONOGETON DISTACHYON.
(Chemical content of Aponogeton distachyon).
San Martin, J., Barrera, J. Yy Hauenstein, E.
Sedes Maule y Temuco, Universidad Cat8llca de
Chile e 1Instituto de Boté&nica, Universidad
Austral de Chile.

Aponogeton distachyon L.f. (Aponogetona -
ceae, Liliatae) es una planta acudtica de o-
rigen sudafricano, asilvestrada en los bafia-
dos de Santo Domingo, al Sur de Vvaldivia,
Chile. Esta especie es un recurso natural de
multiples aplicaciones. Se estudié la compo-
sicién quimica de los diferentes &rganos de
esta planta con miras a orientar su futuro
aprovechamiento.

El material se colect$ en primavera, sepa-
rando rizomas, rafces, pecf{olos, hojas, flo-
res, brécteas, frutos y semillas, los que
luego de lavados y secados, se pulverizaron
para realizar anflisis quimicos por los méto-
dos tradicionales. El contenido energético se
determindé en un calorimetro adiabAdtico.

El mayor contenido de aeniza se presentd
en la rafz. E1 extracto no nitrogenado es al-
to en el rizoma y aumenta m&s aln en la semi-

lla. La fibra cruda es baja en rizomas, ho-
jas y semillas, aumentando en raices, pecfio-
los, flores y frutos. La curva de proteina

tiene un recorrido inverso, siendo alta en la
hoja. Calcio y fésforo presentaron comporta-
mientos opuestos en los érganos adreos y si-
milar en los subterréneos. Los valores calb-
ricos son altos en rizomas, hojas y semillas
y bajos en rafces y pecfolos. Los resultados
confirman la wutilidad de los rizomas como a-
limento y de las hojas como fuente proteica.

Proyectos: DID-UACH N2 RSM-80-30 y FONDECYT
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ESTIMULACION DEL TRANSPORTE OE CALCIQ EN MICROSOMAS DE
RAIZ DE PHASECOLUS VULGARIS POR VITAMINA D3 {Stimulation
of calcium transport in microsomes of Phaseolus vulgaris
roots by vitamin D3). Santamaria, E. y Boland, R. Depar-
tamento de Biologia, Universidad Nacional del Sur, 8000
Bahia Blanca.

La vitamina D3 a bajas concentraciones afecta el cre-
cimiento y la captacidn de Ca en segmentos de rafz de
Phaseolus vulgaris cultivados <n vitro. Se realizaron
experimentos para identificar el sistema(s) de transpor-
te de Ca afectado por el esterol. Raices obtenidas de se
millas de P.vulgaris germinadas 4-5 dias en la oscuridad
fueron cultivadas 2 h en medio de Shenk-Hildebrandt en
ausencia y presencia de vitamina D3 (10-9 M). Se aisla-
ron fracciones subcelulares por ultracentrifugacidn dife
rencial de homogenados del tejido. Se efectud la carac-
terizacidn parcial de varios sistemas transportadores
de Ca2+. En la fraccién mitocondrial, uno en el que par-
ticipa la cadena respiratoria y el otro asociado a una
H+-ATPasa. En microsomas se identificaron una CaZ*-ATPa-
sa dependiente de calmodulina y una H*-ATPasa que gene-
ra un gradiente de H* para el intercambio Cact/Ht. E1
tratamiento con vitamina D3 no produjo cambios aprecia-
bles en la actividad de los sistemas de transporte de
Ca2+ localizados en mitocondria. Sin embargo el esterol
aumentd significativamente el transporte del catién en
membranas microsomales. Como la vitamina D3 incrementa
los niveles endbgenos de calmodulina en las raices es
posible que los efectos obseryados estén relacionados
con una estimulacién de la Cal*-ATPasa dependiente de
CAM. Los efectos de hormonas de crecimiento vegetales
(auxina, citocinina) estdn mediados por cambios en Tos
niveles citoplasmaticos de Cas*. Es probable que la vi-
tamina D3 afecte el crecimiento de Eafz mediante un me-
canismo que involucre también al Ca‘+ como mensajero se-
cundario.

OBTENCION DE 3-CETO AI'AESTEROIDES POR VIA MICROBIANA.
(Microbiane obtention of 3—cetoévl’sceroids)

Sanz de TOgetti,M.I,;Segovia,R.F,

Catedra de Microbiclogia General e industrial
Facultad de Qufimica,Bioquimica y Farmacia

Universidad Nacional de San Liis

5700 San Luis,Argentina.

INTRODUCCION:En la obtencidn de compuestos esteroida-
les com actividad farmacol8gica,una de las reacciones
de importancia industrial,que puede llevarse a cabo//
gor via microbiana,es la 1-deshidrogenacidn.Tradicio-
nalmente se recurre al:ueo de un aceptor artificial//
de electrones,que permita la remocidn de los electro-
nes desde el sustrato,encareciendose de ésta forma///
el proceso.En el presente trabajo,nosotros describi~/
mos la conversifn de progesterona em su derivado des~
hidrogenado,por ciilulas de Nocardia rhodocrous,en dos
fases liquidas inmiscibles,sin agregado de aceptor ar-
tificial de electrones.

METODOS :Células de Nocardia rhodocrous,que crecieron/
en medios conteniendo lacteto,glicerol & glucosa,se//
colocaron en una solucidn de progesterona en gasoil/
(100 mg/50 ml),y luego de dos horas de agitacién,se//
separaron por centrifugacidn y el sobrenadante aome-/
ti6 a pruebas de TLC-Las placas de silica gel F 254//
se observaron baje limpara UV.

RESULTADOS :Las c&lulas cultivadas en medios contenien-
do lactato,llevaron a cabo la biooconversidn en mas//
del 50%,en las dos horas de reaccidn,no asi las cul-/
tivadas en medios con glicerol 8§ glucosa.
DISCUSION:La presencia de lactato,induciria la D-lac-
tato deshidrogenasa de membrana,ligada al traneporte
de aminodcidos y azilicares.Las células contienen &ci-/
do léctico en su pekicula acuosa,que posibilitaria///
18 regeneracidn del cofactor necesario (NAD,NADP),///
para la reaccidn de deshidrogenacién.
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MODELOS CIRCADIANOS DE SUERCO-~-VIGILIA EN UNA
POBLACION DE ESTUDIANTES UNIVERSITARIOS (Circa-
dian Sleep-Wakefulness Patterns in Universitary Students)
___________________________________ ,5anchez, M.
Depto. de Fisiologla y Biofisica. Fac. de Medicina.Universidad de Chile.

La literatura de Sueio/Vigilia(5/V) de husanas, plantea 1a existencia de diversos

aodelos distribuldos en las 24 hrs. Por e)., el "Habito Buho': modelo de S/V
caracterizade por despertar matinal tardio ({despuds de B hrs)comienze
tardie del Sueio nocturno (Sn) y wmayor eficiencia de rendimiento (real y/o
subjetiva) en el crepisculo. Los sujetos con un horaric mads temprano de
despertar matinal y cosienze de Sn, tendrian el "Hdbito Alondra®. No hay
cosprobacibn de estos sodelos en poblaciones.

La comprobacidn de eilos en una poblacidn normal, es de gran importancia para
la organizacidn vy programacidn de la vida y rendimiento personal y
profesional de cada sujeto. Por ej., para la eleccidn y distribucidn de sus
turnos laborales. Adesds, estos datos nros informarian, sobre forsas de
orqanizacide de los marcapasos circadianos hipotaldeicos.

En 1a poblacidn de 500 estudiantes de Medicina de 1™ a 6 aho de Medicina de la
Sede Norte de la Facultad de Medicina, adultos jovenes, sanos,
conteaporaneasente, una encuesta de 2 Indices sobre hdbitos de 5/V) en
dias laborables, fines de semana y vacaciones. Se estudid la prevalencia de
los habitas ‘"Buho"-"Alondra® y su relacidn con presencia/ausencra de
patologia del ciclo /v,

Los resultados auestran la existencia clara de los sodelos "Buho®/"Alondra*, con

fuerte domimancia del  hdbito *Buho® (92 ).

"contrariados” por

Ambos habitos fueron

sosnolencia diurnas en el 98 X de toda la poblatidm,
Les perlodos escogidos comp de aayor alerta y rendisiento intelectual pars los
*Buhos" estaban localizados: despuds del sediodia en dos ciclos ultradianos:
entre 15-17 hrs y entre 1B y 24 (7B %)y un ciclo satinal tardio entre 11 a I3
hrs (32X de los Buhos).

Excluida la secmnolencia, es 1llamativo un 57,2¢ de patologia det §/¢
i.e.ronquidos, bruxismo, priapiseo, sonasbulisag, etc.

Estos resultados, muestran }a existencia de 2 modelos circadianos de S/V y muchas

interrogantes: <ison gendticos? iplantean 12 necesidad de considerar el habito
circadiano de rendimiento de una poblacidn ante la necesidad de obtener sus
adximos rendimientos laborales e intelectuales?iSe repetirdn en otras
poblacidn contesporineas”

ESTUDIO DE UNA ACTIVIDAD DE B-N-ACETIL OLUCOSAMINIDASA
ASOCIADA A LECTINA DE PAPA. {Study on B-N-acety] glucosaminidese
activity asociated to potato lectin) i i
Instituto de Investigaciones Bioldgicas y Depertasmento de Biologle, FCEYN,
Universided Nacional de Mar del Plata.

En trobajos previos sobre lectine te pepe { Solum tuberasun.
aglutinina: STA) se habis observado que las prepareciones presentsban
activided glicosidasica. Existen antecedentes con respecto 8 otras lectinas,
especisimente de 1a familia de 1as Leguminasas, que se unen
especificamente & galactosa, y a su vez presentan activided de
oc-galactosidesa. No se ha encontrado hesta el presente que lectinas de
otres familiss tengan esta propieded. E1 objetivo del presente trabajo fué
estudiar algunes propiededes de la sctivided glicosidésica presente en
prepareciones de STA pars determiner si estd asociada a le misma
molécula o se trata de une enzima que copurifica con la lectina.

Las preparaciones de STA se obtuvieron a partir de tubérculos de Is
voriedsd Huinkul, y se purificaron por cromatogrefia de afinided on
columnes de quitina. La activided glicosiddsica se midid utilizando
pera-nitre fent)-glicésidos. Inmunoglobutina anti-STA se preperd
inmunizendo conejos por via intremusculer con STA purificads y
posterior purificacion del suero. Se estudid la activided glicosidésica
frente a verios sustratos (pNF-glicdsidos) resultando  ser
B-N-acetilglucosaminidasa. Esta tiene un pH Gptimo de 6.6 y una Km
sparente de 0.25 mM. Se estudia le especificided de sustratos frente a
oligdmeros de N-acetil glucosaming y otros oligosacérides. En geles de
poliacrilamids en presencia de SDS se observen solo los polipéptidos
correspondientes 8 STA, que den el mismo patrén de inmunoprecipitacion
en Ouchteriony. No hemos logredo disociar hesta el presente la activided
enzimética de la lecting, por lo que se sugiere que corresponden a la
misms molécula. Se discute el posible rol de ests activided enzimétice que
s rara en plantss superiores, esi como las similitudes de esta actividad
enzimética asociade a STA, con la presente en algunss lectines de
Leguminosas.

Subsidios de CIC, SUBCYT y CONICET.

se hizo

los horarics habituales de trabajo en la Facuitad y la
necesidad de tiempo de estudio, lo que se tradujo la existencia de Hipersomnia y


http://reacciSn.no

COMUNICACIONES LIBRES

METODO RAPIDO DE DETECCION DE ADN PLASMIDICO EN CEPAS

DE Clostridium acetobutylicum. ( Quick method to visual-
ize plasmid DNA from strains of C. acetobutxllcum)
Schijman,A.G. ,Floccari,M. ,Mendez,B.

Lab. de Genética Bacteriana,Depto de Qca Biolégica, Fa-
cultad de Cs Exactas y Naturales, Universidad de Bs.As.
C.acetobutylicum es un microorganismo anaerdbico,Gram +,
que produce acetona,butanol y etanol a partir de almi-
dén como fte. de C.La fermentacidn acetobutilica presen-
ta un interés biotecnoldgico doble:1.producir a escala
industrial solventes orgdnicos y 2.degradar la biomasa
residual renovable utilizdndola como sustrato fermenta-
tivo. De ahi la importancia de conocer y mejorar la ge-
nética de este microorganismo.Cualquier manipulacidn ge-
nética requiere de sistemas de transferencia génica efi-
cientes ,como por ej. la introduccién de vectores de clo-
nado.En este lab. se obtuvieron cepas portadoras de
plasmidos,segin evidencias fenotipicas.A partir de este
material biolégico es necesario detectar fisicamente di-
chos plasmidos.El objetivo de este trabajo fue desarro-
1lar un procedimiento ripido y en pequefa escala (cul-
tivos de 5 ml)para visualizar ADN pl&smidico por elec-
troforesis en geles de agarosa.Este método se basa en:
1.fragilizar la pared bscteriana con lisozima,en presen-
cia de Arnasa y de una alta concentracidn de EDTA(100mM)
para inhibir la fuerte actividad de Adnasa presente en
estas cepas; 2.lisar los protoplastos con una alta con-
centracién de SDS (1%) en presencia de proteinasa K;3.
desprotginizar con fenol-cloroformo y 4. sembrar una a-
Ifcuota en geles de agarosa.Mediante este procedimiento
se detectaron bandas correspondientes a moléculas CCC
oligoméricas. El método es sencillo , rapido ( 1 hora ),
por lo que resulta adecuado a los efectos de ser emple-
ado rutinariamente para rastrear un niimero considerable
de muestras en una jornada de trabajo.

METABOLIZACION DE COMPUESTOS RELACIONADOS CON LIGNINA
POR STREPTOMYCES VIRIDOSPORUS T7A (Metabolism of lignin
model compounds by Streptomyces viridosporus T7A. D.See
lenfreund, C.Riittimann, R.Vicufia. Lab. Bioquimica, Fa -
cultad de Ciencias BiolSgicas, U. CatSlica de Chile.

En la naturaleza la biodegradacién de la lignina es
llevada a cabo por la accién integrada de hongos, bacte-
rias filamentosas (Actinomycetes) y eubacterias, atribu-
yéndose en general un rol preponderante a los hongos.
Ultimamente se ha postulado que ciertos actinomicetes
tendrfan también una participacifn importante en este
proceso catabSlioo.

La bacteria filamentosa ligninolftica mis conocida es

Streptamyces viridosporus T7A. Nosotros hemos estudiado
su versatilidad ﬁhca utilizando diversos tipos de
compuestos modelo de lignina y preparaciones purificadas
de lignocelulosa.

Se estudid la metabolizacifn de campuestos modelo de
bajo PM tales camo Scidos aramStiocos monamfricos y dim&-
ricos por m&todos espectroscfpiocos. Se observS que algu
nos compuestos son metabolizados (&c. benzoico y &c. pro
tocatecuico) , otros no son modificados y 4c. vanillloo
es inhibitorio para el crecimiento del microorganismo.

Utilizando fracciones purificadas de lignina Kraft se
observ6 crecimiento de Streptomyces en la fraccin de PM
mayor de 3000 e inhibici6n del crecimiento en la frac -
cién de PM menor de 3000 rica en &c. vanfilico. Al sus-
traer selectivamente el &c. vanfllico de la fracci6n de
menor PM mediante un pretratamiento con bacterias que me
tabolizan este compuesto, se obtuvo un crecimiento compa
rable al encontrado en la fraccifn de mayor PM.

Por Gltimo, se estudib la produccién por cuenta de es
ta bacteria del intermediario polim&rico precipitable
con icido (APPL) utilizando lignocelulosa de distintas
fuentes (paja de trigo, aserrfn de pino), en diversas
condiciones de cultivo. Estos APPL son un sustrato lig-
ninoso natural y hemos descubierto que existen bacterias
que son capaces de utilizarlos como finica fuente de car-
boro. Financiado por DIUC, Celulosa Arauco, FONDECYT.
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BARRERAS DEL ORGANO SUBCOMISURAL DE LA RATA CON EL LI
QUIDO CEFALORRAQUIDEO Y LA SANGRE. (Blood and cerebros-
pinal fluid-subcamissural organ barrier). Schoebitz K.
Instituto de Histologia y Patologfa, Universidad Aus-
tral de Chile.

El 8rgano subcamisural (0S) es una estructura circun—
ventricular ubicado en la pared del 3er ventriculo (V)
bajo la camisura posterior. Las c&lulas ependimarias
(CE) y subependimarias (SE) envian prolongaciones que
contactan con los vasos sanguineos (vs) de la regién SE
o al espacio leptameningeo.

Se utilizaron 16 ratas, de las cuales 8 fueron inyec—
tadas en la cisterna magna (M) con 100 ul de peroxida-
sa (P) al 3% y las restantes fueron inyectadas en el
3er V. A los 2 y 15 minutos postinyeccién se fijaron
por perfusifn vascular con glutaraldehido al 2%. Se ex—
trajo el cerebro, se disecS el OS5 y la eminencia media
vy se siguieron fijando por irnmersién 4 horas. Al dfa s:.
guiente se procesaron para el revelado de la P segfin el
método de Graham y Karnovsky (1966). Los cortes para mi
croscopfa electrfnica se procesaron en forma habitual.

Los resultados nos indican que: 1) El endotelio de
los vs del OS es contfnuo; 2) Poseen un espacio perivas
cular que contiene col&geno largo espaciado; 3) En el
citoplasma de los vs del OS se cbservan escasas vacuo—
las de pinocitosis con P. Cuando se inyecta el marcador
enlammhayPenel espacio mtercelulardeCEy
hay P en el espacio subaracnofdeo y SE. Cuando se inyec
ta en el 3er V el espacio intercelular de la regifn ba
sal de las CE y el de las cflulas SE presentS el marca
dor, en cambio el espacio intercelular de la regifn
apical de las CE no lo present8.

BEsto indicarfa que existe una barrera efectiva OS-san
gre y una probable barrera 0SC-1lfquido cefalorraqufdeo.
Esto ubicarfa al OS en una situacifén excepcional cuyo
significado funcional es afin desconocido.

Financiado por Proyecto $-85-39, Direccifn de Investi-
gacifn, Universidad Austral de Chile, Valdivia.

ACTIVIDAD ENZIMATICA EN ESPERMATOZOIDE DE DI-
FERENTES ESPECIES DURANTE EL TRANSITO EPIDIDI_
MAL. (Spermatozoal enzymic activity in diffe-
rent species during epididymal transit).
Sembaj, A., Ponce, R.H. y Vermouth, N.T.

Catedra de Quimica Biolégica, Facultad de C.
Médicas, Universidad Nacional de Cérdoba,
Cérdoba, Argentina.

Los espermatozoides de mamiferos adquieren
su capacidad fertilizante durante su pasaje a
través del epididimo. Este proceso de madura-
cibén estid asociado a cambios morfolédgicos y
bioquimicos. Hemos realizado un estudio compa_
rativo de las actividades de lactato dehidro-
genasa (LDH), malato dehidrogenasa (MDH), as-
partato aminotransferasa (AAT), glutamato de~
hidrogenasa (GLutDH), glucosa-6-fosfato dehi-
drogenasa (G6PDH) y proteinas totales (PT) en
extractos acuosos de espermatozoides aislados
de caput y cauda de epididimo de rata, ratén,
conejo, cobayo y cerdo. La actividad se expre
sa en unidades por célula. El trdnsito epidi-
dimario se acompaiia de una reduccibén en la ma
yoria de las actividades enzimiticas y en el
contenido de proteinas, excepto para LDH en
cobayo que presenta un incremento significati
vo. GlutDH en ratén y LDH, AAT y PT en cerdo,
no mostraron variaciones.

Las modificaciones que experimentan las en
zimas en espermatozoides durante la maduracién
difieren en las distintas especies, lo cual
sugiere que dicho proceso no se expresa, en
todas ellas, por un patrdén metabdlico unifor-
me.



R 254

MORFOLOGIA DE FIBRAS DEL VAGO REGENERADAS EN
GLIA DEL HIPOGLOSO. (Morphology of regenerated
fibers of the vagus on hipoglossal nerve).

M. Serra. Lab. Neurocitologia, Depto. Biologia
Celular, P. Universidad Catbdlica de Chile.
Santiago, Chile. (Patrocinio: J. Alvarez.)

En neuronas amielinicas del vago, el cali-
bre de la prolongacién infranodosa (IN) es de
1.1 um2, y el nimero de microt@ibulos (MTs) por
axbn es de 56. En la prolongacidn supranodosa
(sN), en su trayecto periférico e intracraneal
tiene valores de 0.36 um@ y 10 MTs por axén.

Esto se podria deber a dos programas gené
ticos, uno para cada prolongacidén, o a que ia
glia central o periférica, que rodea a los
axones,difiera y module un solo programa. Para
discriminar entre estas posibilidades hicimos
regenerar en gatos, fibras SN del vago en el
nervio hipagloso que aporta la gifa periférica,
y cuyos axones tienen caracteristicas simila-
res a los IN. A los 6 meses reoperamos y estu
diamos 10s nervios con el microscopio electrd—
nico. Se analizaron fibras SN en su glia ori-
ginal (0.31 um?2 y 15.3 MTs por axén) y en glia
del hipogloso (0.31 um? y 17.2 MTs por axén;
estos valores se asemejan a los de las prolon-
gaciones SN del vago mormal. Se concluye que
la glia por la que discurre el axdbén no partici-
Pa en la especificacibn de su calibdbre o del
contenido microtubular del axbén. Seria la con-
dicidén de ser SN o IN lo que determina las dife
rencias morfoldgicas encontradas en las fibras
amielinicas central o periférica del vago.

MORFOLOGIA BUCOFARINGEA Y ALIMENTACION DE ODONTESTHES

BONARIENSIS y ODONTESTHES MAULEANUM DEL EMBALSE RAPEL.
(Morphology of the Ororharynx and feeding of Odontes-

thes bonariensis y Odontesthes mauleanum at Rapel Res
ervoir, Silva, E., Comte, Sh., Contreras, M. y VilaT
I. Depto. Cs. Ecoldgicas, Univ. de Chile.

El Embalse Rapel exhibe marcada he*erogeneidad ambien
tal, Sin embargo, su creacifén reciente y altas fluctua
ciones de nivel influirian en una fauna bentdnica pobre
en diversidad y abundancia. La fauna ictica, en cambio,
es abundante y variada. Este trabajo compara el nicho
tr6fico de dos especies congenéricas de Atherinidae del
Embalse y estima el grado de sobreposicidn alimentaria.
Se capturaron peces con redes agalleras pares de 1.5,
3.5y 5.0 cm, colocados por 24 h en estaciones litora
les. Se analizd la morfologfa bucobranquial de los e
jemplares y se determind el contenido estomacal comparén
dolo con la oferta ambiental.

Ambas especies presentan adaptaciones diferentes: O.
bonariensis es la esperie dominante en este ecosistem;,
su conducta alimentaria como depredador carnivoro es o
portunista y consume una amplia gama de items. 0. mau-
leanum, de distribucién preferentemente l&tica, solo se
encuentra en aguas de baja profundidad en el Embalse,
es poco abundante en la zona de muestreo y el rango de
tallas capturadas es limitada (14-20 cm). El contenido
estomacal incluye organismos benténicos como larvas de
insectos y ostrdcodos, con un porcentaje alto de estdma
gos vacios o llenos de sedimento y ocasionalmente res-
tos vegetales. RAmbas especies tienen boca protractil,
pero Q. bonariensis la extiende en 1Inea recta y 0. mau-
leanum lo hace oblicuamente. Hay diferencias en el ;ET
mero de branquispinas de 1los arcos branquiales y en el
sistema dentario: esto permite postular modalidades de
capturas diferentes, hecho corroborado en observaciones
preliminares de alimentacidén experimental. Es posible
predecir que 0. mauleanum se desplazaria entre los a-
fluentes y el embalse. Proyecto DIB N-2450/8613. MAB/5
UNESCO.
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EFECTO DEL LITIO SOBRE LA LIBERACION DE QOLECISTOQUINI-
NA DESDE CORTES DE QUERPO ESTRIADO DE RATA. (Effect of
lithium on the release of colecystokinin from rat stria
tal slices). Sierralta, J., Beinfeld, M.C. y Gysling,
K. Laboratorio de Fam\acologia-BloquSmJ.ca, Facultad de
Ciencias Biol6gicas, P. Universidad Catélica de Chile.
y Dept. of Pharmacology, St. Louis University, St.
Louis, M), U.S.A. (Patrocinio: B. Ramfrez).

El litio es uno de los firmacos mis usados en el tra
tamiento de la sicosis maniaco-depresiva, sin embargo,
se desconoce su mecanismo de accifn. El propSsito de
este trabajo es estudiar el efecto del litio sokre la
liberaci6n de colecistoquinina (CCK) un neurotransmisor
patativo,

Cortes de cuerpo estriado (200 p)se incubaron en
Krebs-Ringer-Fosfato pH 7.4 continuamente oxigenado. La
liberacifn fue inducida por X' 40mM. El litio se inter-
cambia equimolarmente con NaCl. La CCK liberada fue de-
temminada por radioinmunoensayo usando un anticuerpo
anti CCK (RS) (Beinfeld y cols. Brain Res. 213, 51,
1981). La adici6n de LiCl 10 mM al medio rico en K* no
afect6 la liberacifn de CCK. Sin embargo, la preincu-
bacifn de cortes de cuerpo estriado por 50 min en la
liberaci6n de CCK por exposicién subsecuente a Kt 40mM.
Es importante destacar que LiCl 10 mM estaba presente
en el medio de estimulacitén de los cortes controles asf
cano en los preincubados con Lit. Este efecto también
se observs cuando los cortes fueron sametidos a dos
perfodos de estimulacién S y Sy y previo a la sequnda
estimulacién los cortes eran preincubados por 40 min.
en presencia de Lit; $3/S) control = 0.78 £ 0.05;
$2/51 experimental = 1.62 t 0.21.

Se discuten posibles mecanismos de este efecto de
litio sobre la liberacifn de CCK.

Financiado parcialmente por proyecto DIUC 203/86.

PRODUCCION DE LIGNINASAS POR HONBOS NATIVGS CHILENDS. (Production of ligninases
by natives white-rot fungi). *Silva,H., **Merino,A. *AgosinE. Y
**Pincheira,b. *Laboratorio de Distecnologla, INTA, Universidad de Chile.
$*Laboratorio de bendtica, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

La celulosa junto a las hemicelulosas y lignina, susan sds del 851 del
peso seca de los tejidos leiosos.

La Yignina es un hetero-poliners aromdtico, tridisensional y amorfo, cuya
recalcitrancia dificulta tanto su aprovechasiento, coso el de los
polisacéridos asociados a ella (celulosa y heaicelulosal.

En la naturaleza, la biodegradacidn de la lignina se lleva a cabo
principalsente por honges Basidioaycete 1lamados de pudricidn blanca, en un
proceso lento y altamente oxidativo. Un representante suy estudiado de esta
clase es Phanerochaete chrysosporian del cual se pudo aislar en el aio 1983,
1a primera enzima con actividad ligninolitica.

En Chile se han encontrade distintos tipos de hongos asociados i la
descomposicidn de 1a sadera nativa. Estas fueron recolecfados bajo 1a forsa de
carpbforos, cuyas caracteristicas sacroschpicas han permitido en algunas casos
una caracterizacidn parcial. Otra prueba de caracterizacidn lo constituyd et
test de Bavendam, que indita la produccidn de fenoles oxidasas extracelulares
que peraite distinguir los llasados hongos de pudricidn blanca de los de
pudricidn parda. De esta manera se identificaron algunos hongos entre los
cuales estdn el Trametes versicolor, Gamodersa  applanatas, 6loessoma
vitellinaw y Phlebia chrysocrea; estos dos dltimos son responsables de la
produccidn del llasado palo podrido®.

Los crecimientos miceliares en sedio wsalta persitieron deterainar las
teaperaturas bptisas de crecisiento de los hongos. Teniendo esto en cuenta y
usando como indicador del metabaliseo secundario la decoloracién del azul de
Reaazol-6 se tosaron los sodrenadantes de los medios de cultivo y se probd su
actividad ligninasa con la setddica descrita para 1a ligninasa del
Phaverachaete chrysosporian. Se estudid el efecto del nitrdgeno, axigeno y
agitacidn sobre 1a produccidn de ligninasas en rultivo 1guido para las cepas
que sostraron la actividad ligninasa sds elevada.

Aquellos hongos sds prosisorios en cuanto a actividad especlfica, fueron
sometidos a andlisis enzimdticos preliminares, ademds de dar los priseros
pasos en los estudios gendticos.

Financiada por: Fondo de Desarrollo Universidad de Chile.
Proyectn: Biodegradacidn y aprovechasiento de recursos lignoceluldsicos.
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ANTICUERPOS MONOCLONALES DIRIBIDOS CONTRA CALICREINA
URINARIA HUMANA (Monoclonal antibadies directed to
human urinary kallikrein) Macarena Silva Laboratorio
de Inmunclogia, Departamento de Biologia Celular,
Facultad de Ciencias Bioltgicas, Pontificia Universi-
dad Catélica de Chile.

(Patrocinio: Alfredo E, De loannes)

Para el estudio de la calicreina tisular y especial-
mente para su cuantificacion en el plasma, los anti-
cuerpos monoclonales presentan ventajas sobre los an-
ticuerpos policlonales usadas hasta ahora.

La inmunizaci6n de ratones heabras CBlOF! con cali-
creina urinaria humana purificada, indujo wuna res-
puesta humoral coapatible con la produccién de an-
ticuerpos monoclonales.

Se hicieron dos fusiones somdticas con linfocitos es-
plénicos provenientes de ratones inmunizados in vivo,
con calicreina urinaria humana. Los animales, previo a
la fusién, recibieron la inyeccion de refuerza por via
intravenosa. Estas fusiones somiticas dieron origen al
hibridoma HUK VD& que secreta un anticuerpo monoclonal
especifico de calicreina urinaria humana por el ensayo
ELISA (enzima inmunoensayo en fase sblida) usado en la
seleccitn de hibridomas. Adeeas, se realizt una fu-
sibn somidtica de linfocitos esplénicos provenientes de
un ratén inmunizado in vivo que recibié la dasis de
refuerzo in vitro. Esta fusifn generd dos hibridomas
~HUK 1E11 de la clase Igh, y HUK 2B5 de la clase IgM-

productores de anticuerpos monoclonales dirigidos con-
tra calicreina urinaria humana.

La caracterizacion insunoquimica de los anticuerpos
monocleonales obtenidos, indict que éstos no se unen a
la enzima en solucidn bajo las condiciones en que fue-
ron ensayados.

El anticuerpo monoclonal MUK 1E11 puede ser empleado
en el estudio, por western blotting, de calicreinas
tisulares provenientes de distintos organos husanos vy
de rata, y en el estudio de los fragmentos de degra-
dacibn proteolitica fisioldgica de la enzima.

Proyecto DIUC 303/81.

ESTUDIO DEL EFECTO HIPOTENSOR EN PERROS AL ADMINISTRAR
DIFERENTES FRACCIONES DE Solanum crispum R. (Study of
hypotensor effect upon dogs through the aplication of
different parts of Solanum crispum 5,).Sobrevia,L.,
Alarcén,J. Departamento Ciencias Bisicas, Instituto
Profesional de Chilldn. (Patrocinio:S.Recabarren).

Existe una gran cantidad de informacién sobre el
contenido de sustancias quimicas presentes en plantas,
ademds sobre el efecto bioldgico que estas ejercen al
ser aplicadas en animales,como también en Srganos y
tejidos aislados.

No se conoce claramente la relacidn que existe en-
tre sustancias extraidas de plantas de nuestro medio
y el efecto que producen al ser aplicadas a un animal
de experimentacidn.

Se realiz8 el presente trabajo con el objeto de
determinar en qué medidala presién arterial de un pe-—
rro se ve afectada al administrar fracciones de un
extracto de Solanum crispum R. (natre)por via endove-
nosa.Paralelamente se registraron parimetros como
frecuencia cardiaca,frecuencia respiratoria y diu-
resis del animal.Fracciones derivadas del extracto
madre producen un efecto hipotensor y un aumento de
la frecuencia cardfaca y respiratoria(p€0.01).No se
observaron alteraciones en la diuresis del animal.
Los ensayos analiticos aplicados a las fracciones
finales indican presencia de aminas Y compuestos fla-
vénicos.Cuando se administraron fracciones que contie
nen C-27 alcaloides no se observaron cambios de pre—*
sidn.

Consideramos que es interesante profundizar en el
conocimiento de metabolitos secundarios existentes en
vegetales de nuestro medio con el objeto de obtener
mayor informacidn de su efecto al ser aplicados en
modelos experimentales.

Res.Ex. N° 434/85.
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ESTUDIO DE LA RECUPERACION DE LOS MARCADORES DE DIFEREN-
CIACION TIMICA, POR ADMINISTRACION DE CASEINA EN ANIMA-
LES SOMETIDOS A DEFICIENCIA PROTEICA SEVERA. (Thymus re-
population by casein feeding after a severe protein defi
ciency). Slobodianik, N.H., Lépez, M.C*, Melton, E., &
Roux, M.EY (*CONICET). Dpto. Bromatologfa y Nutricién Ex
perimental, Fac. Farmacia y Bioquimica, Univ. Buenos Ai-

res.

La cinética de recuperacién del timo fue estudiada
luego de la administracidén de caseina al 20%, durante 5,
9, 21, o 40 dias, en ratas Wistar que al destete sufrie-
ron déficit severo de protefinas. Se determiné el peso (X
+ES) y el nimero de células del timo (N2 cél x 107:ES)
en cada uno de los tiempos mencionados. La curva de invo
lucién timica observada en los controles de 80 dfas de e
dad (C), no se obtuvo en las ratas de nuestro modelo ex-
perimental que recibieron caseina durante 40 dfas (peso:
367.0+39.0 vs C: 287.9:23.2! N2 cél: 53.445.0 vs 35.8+
7.9% *P/ 0.05). La poblacién T madura y sus subpoblacio-
nes fueron caracterizadas por inmunofluorescencia indi-
recta mediante el empleo de los anticuerpos monoclonales:
W3/13, W3/25 y MRC OX8. Resultados: W3/13: (5: 37.9+3.7)
9: 93.112.4) vs C: 87.6:3.2; 21: 80.1+3.4 vs 80.9+0.6;
40: B1.14+2.5 vs 6B.7+2.3. W3/25: (5: 32.4+6.5} 9: 61.24
4.1) vs 65.943.3; 21: 59.445.7 vs 82.4+1.7; 40: 50.8+5.7
vs 63.9+2.6., MRC 0X8: (5: 54.5+4.9, 9: 65.512.9) vs 69.2+
3.6; 21: 69.7+42.9 vs 77.640.2; 40: 65.945.0 vs 65.0+1.6
(X:ES, 'PL 0.01). Estos datos indican que los porcentajes
de células T de las distintas subpoblaciones han alcanza
do el valor de los controles de igual edad; alin cuando la

fase de regresifn gradual del timo esté retrasada.

CUANTIFICACION E INTERACCION DE LA FERREDOXI-
NA-NADP* REDUCTASA CON LAS MEMBRANAS TILA-
COIDES EN LA CIANOBACTERIA Anabaena Sp. 7118,
(Quantification and interaction of ferredoxin-NADP re-
ductase to the thylakoid membranes in the cyanobacte-
rium Anabaena Sp. strain 7119). Soncini, F.C., Serrano,A.
y Vallejos, R.H,

Centro de Estudios Fotosintéticos y Bioqufmicos (CONI-
CET, F.M. Lillo, Universidad Nacional de Rosario) Suipa-
cha 531, Rosario, Argentina.

La ferredoxina-NADP* reductasa (EC 1.18.1.2) es la
enzima terminal del transporte de electrones fotosintéticas
en plantas superiores, algas verdes y cianobacterias.

Se ha estudiado la interaccibn de esta flavoprotefna
con la membrana tilacoide en la cianobacteria Anabaena
sp. 7119, Mediante ruptura mec#nica (sonicaci6én) en pre-
sencia de cationes divalentes se observé que s6lo un 20%
del total de la proteina, determinada por técnicas inmu-
noelectroforéticas o usando el ensayo de citocromo ¢ re-
ductasa, permanece unida a membrana. El empleo de po-
Iimeros no i6nicos {polietilenglicol y polivinilpirrolidona)
en el medio de ruptura, increment6 el porcentaje de la
enzima unida a membrana hasta un 80% del total, obte-
niéndose valores de 8-10 nmoles de reductasa por umol
de clorofila. El incremento de la cantidad de enzima uni-
da a membrana en presencia de polfmeros no ibnicos pue-
de ser explicado por la reduccibn de la actividad del agua
producida por estos polfmeros.

Estos resultados indicarfan que la interaccién de la
protefna con la membrana tilacoide en cianobacterias se-
rfa diferente de la ya informada para plantas superiores,
en donde la interaccién con la membrana es dependiente
de la presencia de cationes divalentes.
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MODIFICACION DE LOS OLIGOSACARIDOS DE @-GALACTOSIDASA
EPIDIDIMARIA. EFECTO EN SU AFINIDAD POR MEMBRANAS.
(Hodifications of the oligosaccharide of epididymal @—
galactosidase. Effects on its affinity for membranes),
Sosa, M.A., Mayorga, L.S. y Bertini, F.

IHEM-CONICET, U.N.Cuyo. Mendoza. Argentina.

Las enzimas lisosomales secretadas conservan los re-
siduos manosa 6-fosfato (M6P) que son reconocidos por
receptores especificos presentes en membranas subcelula
ree. Previamente hemos observado que (-galactosidasa se
cretada por el epitelic epididimaric de rata se une con
alta afinidad y en forma saturable a membranas subcelu-
lares. Sin embargo, M6P no fue un buen inhibidor de la
unién, la que en cambio fue desplazada por derivados de
fructosa 6-fosfato.

Con el objeto de determinar que residuos son respon-
sables de esta afinidad, la enzima del fluido fue par-
cialmente purificada por DEAE celulosa y tratada con
fosfatasa alcalina {1 U/ml), con metaperiodato de sodio
(5 mM) o con neuraminidasa (0.38 U/ml). Luego de los
tratamientos la enzima fue enfrentada con membranas ob-
tenidas de una fraccién post-nuclear de un homogeneiza-
do de hfgado de rata a 49 000 g x 15 min. y posterior-
mente lavada con KCl 0.2 M. Luego de 1 h de incubacién
la actividad enzimética unida a membranas fue medida en
el sedimento lavado por dos veces. El tratamiento con
foafatasa alcalina produjo un descenso del 80% de la a-
finidad. La periodacién inhibié la actividad enzimlti-
ca por lo que se hizo un tratamiento suave que redujo
la afinidad en un 75%. Por Gltimo el tratamiento con
neuraminidasa produjo un aumento de la afinidad al do-
ble. Los resultados indican que la unién es mediada
por un residuo fosfoazicar distinto de M6P.

CARACTERIZACION FPARCIAL MF  FOSFORILACION DE
FROTEINAS EN FEROXISOMAS. (Fartial
characterization of protein shosphorglation in
reroxisomes). Sotos H.» Necocheas €.» Skorins
€.+ Nicovanis 8.s u Leightons F. HNerartamenta
de Riolodia Celulars U, Catélica de Chiles
Casilla 114-DIty Santiagos Chile.

Hemos detectado fosforilacién de
rrotefnas Peroxisomales lo ade ocurre
rrinciralmente en una rroteins de memibrsna de
63 kDha ({Eur.Jd.Cell Riol. 41(814)1246s 1984).
La rproteina de membrana (Fxé3) se detecta rar
electroforesis en gel de roliacrilamida =
autoradiodrafia de reroxisaomss obtenidos de un
fraccionamiento subcelular de heratocitos de

ratas incubados en Presencia de 32¢
inordanico. Fara evaluar este hallazgo se
constatéd aue la marca incorrorads es

resistente 3 TCA en caliente g a2 la extracciotn
wvon solventes ordénicossy « es removida ror
Protedlisis suave de ordanelos enteros o
solubilizadoss confirmando 1a naturaleza
rolirertidica de Fx 63, For otra rarter tanto
en reroxisomas normales como proliferadas se
detecta incorroracitn de wmarca a3 Fx 463 en
similar proporcibn. En rPresencia de 40 uM
FCCFP la marca en P 63 es minimar
presumiblemente por la caida detectada en 1lsa
concentracién de ATF celulari en estas
condiciones la inhibicién de 1la oxidacién de
4cidos sgrasos es moderada en mitocondriss ¢
marcada en peroxisomas. Estas onhservaciones
contrinugken a8 12 caracterizacidn molecular w
funcional de este nuevo constituvente
reroxisomal.

(Financiado ror prosecto RIUC 79/86 w FONDECYT
1181/85>

Catblica de Chile, Santiago.
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USO DEL EFECTO DE CARBAMILACION SOBRE LA INHIBICION DE
LA FRUCTOSA-1,6-BISFOSFATASA POR AMP PARA APOYAR LA
EXISTENCIA DE UN SITIO ALOSTERICO PARA FRUCTOSA-2,6-BIS-
FOSFATO ( Use of the carbamoylation effect on the
fructose 1,6-bisphosphatase AMP inhibition to probe the
existence of a fructose 2,6-bisphosphate allosteric site.
Soto, M., Ludwig, H. y Hubert, E. Instituto de Bioquimi-
ca, Universidad Austral de Chile, Valdivia, Chile.

Al analizar la inhibicién alostérica por AMP de la
fructosa-1,6-bisfosfatasa (FBPasa) de rifién de cerdo,
encontramos que su carbamilacién, en presencia de con-
centraciones altas de fructosa-1,6-bisfosfato (25 mM),
forma un derivade activo que ha perdido sblo la interac~-
cién cooperativa entre los sitios de unién de AMP
(Slebe et al. J. Prot. Chem. 2, 437, 1983)., En vista que
hemos sugerido la un segundo sitio

existencia de
(inhibitoric) para el sustrato, que corresponderia mas
bien a un sitio de unién para el inhibidor fructosa-2,6-
bisfosfato (Fru—2,6-P2 ), en este trabajo estudiamos el
efecto de Fru-2,6-P, sobre la carbamilacién selectiva
del sitio de unién de AMP.

FBPasa (14 uM) se trat6 con NaN*CO (100 mM) a 37°C,
pH 7,5, en presencia de Fru-2,6-P, (120 uM). Se estudia-
ron la estequiometria de la reacc%én y algunas propieda-
des cinéticas de la enzima modificada. La enzima carba-
milada mostrdé poseer todas las caracteristicas de la
FBPasa nativa excepto la interaccién cooperativa entre
los sitios de unién de AMP. No se observd proteccién con
niveles no inhibitorios de sustrato. La pérdida de la
respuesta cooperativa hacia AMP se correlacioné con la
modificacién de un residuo lisina por subunidad.

Nuestros resultados apoyan la idea que la inhibicién
por exceso de sustrato se debe a la unién del Fru-1,6-P,
a un sitio alostérico para Fru-—2,6—P2 y confirman que
éste sitio se encuentra en Intima relacién con el sitio
de unién de AMP. Ademés confirman que la lisina implica-
da en la respuesta cooperativa hacia el nucleétido, no
se encuentra en el sitio de unién del AMP en la enzima.

(Financiado por: DID-UACH, S-85-26; FONDECYT, 1199).

GLUCOCORTICOIDES INHIBEN LA POTENCIACION DEL TWITCH
INDUCIDA POR DENERVACION (Twitch potentiation after de-
nervation is prevented by glucocorticoid treatment).
Soza,M.!, Karpati, G.2, Carpenter, s.2, RouleagJQ;2~ u.
< Montreal Neurological
(Patrocinio: N.C. Inestrosa).

Institute, Montreal.

Se estudiaron las caracteristicas del twitch y del té-
tano en cuatro grupos de musculos soleo de rata en
un sistema in vitro. (a) Normal; (b) 13 dias post-
denervacidn; (c) 13 dias de administracidn de dexame-
tasona; (d) Combinacidn de (b) y (c).

El tratamiento con dexametasona aumentd la atrofia de
los misculos denervados. La tensidn del twitch por
gramo de musculo en el grupo denervado, fue muy supe-
rior a la del grupo control. Esta potenciacidn del
twitch fue inhibida por el tratamiento con dexametaso-
na.

La amplitud del tétano a 20 Hz fue significativamente
menor en musculos denervados comparados con los con-
troles. La administracidn de dexametasona a este gru-
po indujo una aln mayor reduccidn de la tensidn teta-
nica.

La potenciacibn del twitch post-denervacibn se debe
probablemente a una prolongacidn del estado activo. Asi
lo sugiere la prolongacidn de la duracidn del twitch.
En los mlsculos denervados y tratados con dexametasona,
la disminucidn de la tensidn del twitch se debe proba-
blemente a la pérdida de miosina (filamentos gruesos)
observados en electroforesis y en microscopla electro-
nica {Muscle and Nerve 9 N2 5S, 36.6, 1986).

Financiado por Proyecto DIUC.
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MODIFICACION DE LA FRUCTOSA-1,6-BISFOSFATASA DF
CLOROPLASTOS POR ANIONES CAOTROPICOS. (Chloro-

plast fructose-1,6~bisphosphatase modification

by chaotropic anions). Stein, M. y Wolosiuk, R.
Fundacién Campomar.

La actividad especifica de la fructosa-1,6
bisfosfatasa (FBPasa) de los cloroplastos de es
pinaca es modulada por un azficar bisfosfato y
un metal bivalente. Experimentos in vitro han
mostrado que la tiorredoxina o los solventes or
ginicos estimulan dicho efecto modificando el —
AO para la fructosa 1,6-~bisfosfatqg, (FBP), en
tahgo no alteran el Ay para el Ca” . La corre
lacifn entre el incremégto de la actividad espe
cifica y el car&cter hidrof6bico del solvente
orgénico condujo a la utilizacidn de aniones
caotrfpicos para modificar la exposicién al sol
vente de los grupos no polares. -

Los aniones caotrb6picos estimulan la acti-
vidad especifica de la FBPasazgn presencia de
ditiotreitol (DTT), FBP, y Ca Fl ordenamiento
de estos aniones de acuerdo a la efectividad pa
ra la activacifn responde a la serie l}gtrépic;
de Hofmeister (SCN , ClO,, I , Br , SO, ). Dicha
estimulacién resulta de una disminuci ﬁ en el
A 5 P3ra FBP, en tanto no cambia el A para
e?‘ Ca”', Por otra parte, en la fase cgtglitica
son inhibidores que disminuyegy, 6 la Vmax pero no
cambian el S 5 para FBP o Mg Experimentos en
filtracién pgt gel muestran que no existen cam-
bios en el peso molecular de la enzima. En cam-
bio espectros diferenciales en UV y la exposi-
cién de grupos tioles indican un cambio confor-
macional de la FBPasa.

Los resultados presentes y los estudios
prevics sugieren que la activacibén de la FBPasa
de los cloroplastos es el resultado de un cambio
en las interacciones hidrof6bicas intramolecula-
res de la enzima.

ESTUBIO ESTRUCTURAL DE LA INTERACCION DE CLORPROMAZINA
CON BICAPAS FOSFOLIPIDICAS. (Structural Studies on the
Interaction of Chlorpromazine with Phospholipid Bila-
yers). Suwalsky, M., Gimenez, L. y Saenger, V. Departa
mento de Quimica, Universidad de Concepcion.

En nuestro laboratorio hemos estudiado intensivamen
te las estructuras de bicapas fosfolipidicas por difrac
cign de rayos X, en especial las de L-a-dimiristoil fos
fatidil colina (DMFC) y L-a-dimiristoil fosfatidil eta-
nolamina (DMFE), los que tenderian a ubicarse respecti-
vamente en el Tado externo e interno de las membranas
de eritrocitos humanos. Aunque ambas estructuras po--
seen caracteristicas comunes, DMFE presenta un empaque-
tamiento molecular mas compacto que DMFC, Tlo que hace
que esta Gltima sea mas sensible a la accion del agua.

La clorpromazina (CPZ) es un neuroléptico amplia--
mente usado derivado de la Fenotiazina y que afectaria
las funciones de membranas celulares.

Mezclas de CPZ.HC! con DMFC y DMFE en diferentes
proporciones molares fueron preparadas y estudiadas por
difraccion de rayos X con distintos contenidos de agua.
Los resultados obtenidos indican 1o siguiente:

a) en ausencia de agua la CPZ no logra alterar las es-
tructuras ni los empaquetamientos moleculares de
ninguno de los fosfolipidos estudiados.

b) En presencia de agua 1a CPZ tampoco afecta a 1la
DMFE. Sin embargo, la adicidn de un 20% de agua a)l
sistema DMFC:CPZ 1:1 modifica la estructura molecu-
lar del fosfolipido con posible interdigitacion de
sus cadenas hidrocarbonadas. En exceso de agua no
se observa ninguna refleccién lo que puede deberse
a profundos cambios estructurales del fosfolipido.

_ Esta investigacién contd con el apoyo de la Direc--
cidn de Investigacién (Proyecto 20.13.27).
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CANALES UNICOS DE CALCIO EN MEMBRANAS NATIVAS
DE HETICULO SARCOPLASMATICO DE MUSCULO ESQUELE~
TICO. (Single calcium channels in native
sarcoplasmic reticulum membranes from skeletal
muscle). Sudrez, B. Centro de Estudios Cientifi
cos de Santiago y Departamento de Fisiologia y
Biofisica, Facultad de Medicina, Universidad de
Chile (Patrocinio: E. Jaimgxicbs.

Las propiedades eléctricas de las membranas
nativas del reticulo sarcoplasmitico (RS) aisla
das de misculo esquelético de conejo se investI
garon utilizando la técnica patch-clamp. Las
membranas contienen un canal catidnico que se
activa en forma espontdnea y posee una baja con
ductancia (5 pS en 200 mM CaCl: , soluciones e3
métricas) selectiva para Ca* y Ba* . El aumento
en la conductancia con [Ca"] entre 50 y 200mM
CaCl. (simétrico), se pudo describir mediante
una curva hiperbdlica regular (Kes = 83 mM Y max=
7.9 pS). La conductancia del canal dnico obteni
da por extrapolacisn a niveles de Ca* fisiolégl
co fue de 0.5 pS. El canal se activa en estalli
dos o "bursts" seguidos por largos periodos de
silencio de hasta 1 minuto. Durante un estalli-
do el canal oscila muy ripidamente con constan-
tes de tiempo en el rango del milisegundo, la
duracidn promedio del estallido depende del vol
taje. La aplicacién de cafeina (1.6 mM) aumenta
significativamente la duracién promedio del es-
tallido. Por el contrario, 50 uM de dantroleno
disminuye sipnificativamente la frecuencia de
estallidos, mientras que la nitrendipina (10 )
no produce efecto alguno. Las propiedades fun-
cionales y farmacoldgicas de este canal indican
que puede tener una participacidn importante en
la liberacidén de Ca* desde el RS durante el pro
ceso de acoplamiento excitacidén-contraccidn.

RECONSTITUTION OF PURIFIED CALCIUM CHANNELS INTO PLANAR
LIPID BILAYERS. Talvenheimgf Jane A., Worley, J.F. and
Nelson, M.T. *Dept. of Pharmacology, University of Miami
and Dept. of Pharmacology, University of Vermont, U.S.A.
(Patrocinio: E. Jaimovich)

Dihydropyridine (DHP) receptors were solubilized and
purified from rabbit skeletal muscle transverse tubule
(TT) membranes according to Curtis & Catterali{Biochem.
23:2113,1984), to an estimated specific 3H-PN200-110
binding activity of 2500 pmol/mg protein. The purified
DHP receptor contains three polypeptides of molecular
weight of 33 kDa, 51 kDa and 140 kDa, corresponding to
the three polypeptides identified by Curtis and Catterall
(32, 50 and 135 kDa). The purified receptor was reconsti-
tuted into phospholipid vesicles, then incorporated into
planar lipid bilayers by adding the vesicles to one side
(designated cis) of a preformed bilayer. Using asymmetric
ionic conditions (80 mM BaCl, cis, 50 mM NaCl trans),
two levels of current fluctuation were recorded. The
smaller event had a conductance of 8 pS, the larger event
had a conductance of 15-20 pS. Both channel types were
selective for barium over sodium or chloride, and were
observed in the presence or absence of the agonist Bay K
86L44. 1In the presence of 6 pM Bay K 864k, nifedipine
significantly reduced the probability of the 15 pS puri-
fied CaZ* channel being open. The 15 pS CaZt channel
appears to be very similar to the 20 pS DHP-sensitive Ca
channel identified by Affolter & Coronado in rat TT mem-
branes (Biophys. J. 48:341,1985). The two types of ca2+
channels observed in the purified receptor preparation
were also observed when intact TT membranes were incorpo-
rated into planar lipid bilayers, and may be related to
the two components of skeletal muscle calcium current
described by Beam et al (Nature, 320:168,1986) and
Cognard et al (PNAS, B3: 517, 1986).

(Supported by grants of the Muscular Dystrophys Associa-
tion (J.A.T.), the American Heart Association (M.T.N.)
and an American Heart Association fellowship (J.F.W.).
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PRODUCCION DE COMPONENTES DE MATRIZ EXTRACELULAR POR FI-
BROBLASTOS DE MEDULA OSEA HUMANA. (Production of extra-

cellular matrix components by bone marrow stromal cells)
Tetas,M. ,Femandez,M.y Barahona,M.C. Dpto.Cs.Bdsicas,Div.
Oriente,Fac.Medicina y Unid.Biol.Celular.INTA.U.de Chile

La proliferacidn y diferenciacidn de células troncales
hematopoyéticas es regulada por un microambiente confor-
mado por varios fenotipos de estroma, factores de creci-
miento y por matriz extracelular(ME). En cultivo, el ini
clo de la hematopoyesis coincide con la génesis de 1la
ME. A fin de caracterizar y conocer su rol, se estudié
la sintesis de coldgeno, fibronectina y glicosilaminogli
canos (GAGs) en cultivos de células de estroma de médula
Gsea humana.

En cultivos de fibroblastos (FMOH, 80% del estroma he-
matopoyet1co) se determing: produccién de coldgeno por in
corporacion de prolina tritiada a material colagenasa-sen
sible y caracterizacidn de tipo genético por cromatogra-
fia en DEAE-Celulosa y SDS-PAGE; produccién de GAGs por
incorporacién de glucosamina marcada a material precipi-
table (CTA,1%) y caracterizacion de tipos por tratamien-
to con enzimas selectas; produccidn de fribronectina y
proteinas glicosiladas por incorporacién de glucosamina
tritiada y cuantificacidn y caracterizacidn por ELISA,
Sepharosa-Gelatina y SDS-PAGE.

Los FMOH producen y Tiberan al medic de incubacidn:

a) glicoproteinas, encontrindose fibronectina y un com-
ponente similar a ‘spreading factor (Mw,60.000{, cuya
produccion es dependiente de glucocorticoides.

b) coldgeno I y III, en relacién 1:1, siendo la produc-
cidn de coldgeno total, mayor en estados de prolifera-
cifn que de reposo, condicidn en la cual la produccidn es
dependiente de glucocorticoides.

c) GAGs del tipo condroitin sulfato, dc. hialurdnico y
heparan sulfato.

Los resultados sefialan que en médula Gsea humana hay
produccion de componentes de ME, cuya organizacion con-
tribuirfa al establecimiento de un microambiente hemato-
poyético.{Financia DIB. B-2173 y FONDECYT 1129-85).

EFECTO DE LA REVERSION DE UN SHOCK DE FRI0 EN LAS ACTIVIDADES DE
LAS ENZIMAS AFECTADAS. (Reversal of a cold shock: its effect on en2ymes
involved). Tognetti, J., Caiderén, P. y Pontis, H.6. Institulo de
Investigaciones ‘Biologicas, Facullad de Clencies Exactss y Naturales,
Universtdad Naclongl de Mar del Plata y Centro de Investigacionss
Bioldgices (FIBA), Casilla do Correo 1348, 7600 Mar del Pleta.

Existen numerosos trabajos que muestran evidencias direcias e
indirectas vinculando el metabolismo de fructsnos con la respuests de las
plantas & un shock de Trio. También se he demostrado que Ta activiced de ls
enzima SST que inicie la sintesis de fructonos, es consecuencie de lo
acumulacion de sacerosa, y que en plantss de trigo la activided de las
en2imes sacaresa Sintasa aumenta dentro de 1a media hora 08 producido e
stress.

Si 18 acumulacion de fructanos, y Yo modificacion de la activided de las
enzimas involucradas es consecuencia del shock frio, podria asumirse que
cuando o) stress desapare2ca, las plantss van a responder volviendo o la
situacion que existia antes de producirse el shock. Para determinar si
asta es la situacion, se sometié & plantas do trigo de 12-15 dias do edad
crecidas a 242 C, & un shock frio, paséndolas 8 una cémara 8 4 C. Se
dejeron 8 esa temperature 15 dies y 1uego se las volvib a la temperatura
més alta. Se determinaron las actividades de sacarosa sintasa, sacaresa
fosfato sintass, UDPasa, fructan hidrolasa, inversiesa, sacarosa sacaross
fructost] transferasa, asi como los niveles do sacarcsa, fructanos y
proteings. Las mismas fueron medides tanto antes del shock de frio,
duronte el periodo & 42 C y duranto los primerss hores del cambio de
temperatura. Se encontré que las enzimas que se habfan modificado
volvian & nivel @8 los controles mantenidos en frio o amblents, no
debiéndose le variacion de activided 8 una modificacion de les propiededes
de las proteinas por el cambio de temperatura, mientras que los niveles de
sacarosd y fructancs descienden.

Apoyado por CONICET y CIC.
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INFLUENCTA DE LA ATMINISTRACION DE N-ACETIL CISTEINA (Nac) SOBRE LA
NECROSIS PAPILAR (NP) RENAL PRODUCIDA FOR BROMETILAMINA (EEA).
(Effect of N-Acetyl—cystein an the experimental Bramethylamine indu -
ced remal papillary necrosis).

Thielemann,L., Cerda,M.C., Oberhauser,E., Contador,A., Escudero,d.,
Fac. de Medicina Depto. Cs.Med. Biol. y Basicas, Div.Cs.Med.Sx.
{Patrocinio : M. Vega

1a inyeocién i.v. (nica de HEA en ratas produce, en forma reproduci —
ble, selectiva NP reral cuyo mecanismo patoginico mo ha sido dilucida-
do. El ghitatitn reducido (GH) tisular participa en uno de los méas
importantes mecanismos protectares celulares frente a efectos toxicos
de algnos xenobidticos. Hams demstrado que 1a BEA produce disminu —
citn de G remal. La administracién de agentes que incrementen los ni
veles de GH reral (Nac), ddxryildnmunnr 1la necrosis remal induci—
da por HEA. Rﬂashmhqsﬂunyn(b 200g recibieron Nac o su solven
te previo a la administracién de BEA o suero fisioldgioo. Se hicieron
grupos experimentales: 1)Controles 2}BEA solo 250 mg/Kg (iv) 3)Nac

1.5 mol/Kg (dosis A) suboutineo (sc) 4)Nac 6 mmol/Kg (dosis B) ip y
¢ SNac (dosis A) administrada 2 horas antes de BEA 6)Nac (dosis B)
administrada 10 min antes de BEA. A las 72 hrs. post-BFA se hicieron
cartes coramles de arbos rifiones para estudio histolégico oon téani-
cas de Hamtoxilinaeosina y Masson. Con um pauta de evaluacitn gra—
duada ordiralmente se tipificd el dafo de papilas oampletas (I) y tam-
bién de tercios papilares (distal,medio y proxinml)(II). Las campara —
ciones entre los grupos se hicieron enpleando el test no paranétrico
de la mediam, calculando la probabilidad exacta de Fisher. Corroboran
do experiencias anteriores la HEA a uma dosis de 250 mg/Kg produjo ne—
carosis en un 9% de nuestros animales. Los 3 segmentos de la papila re
mal fueron afectados. El tercio papilar distal presentd mayor grado de
necrosis corparado oon el tercio medio, y éste a su vez, mayar necro-
5is respecto al tercio proximal de las papila. Bn el grupo 5 no hubo
diferencia significativa con respecto al grupo 2. En el grupo 6 se
aprecid um notable disminucién o respecto al grupo 2 en ambos estu-
dios. (I y IT). La admninistracion de Nac a 1a dosis de 6 mol/Kg junto
oon BEA logra aminorar en gran medida y en fam significativa, la NP
provocada par el xenobiftico. En este mdelo, 1a administracion de
agertes que incrementan los niveles de G remal, protegerian 1a papi-
1a de la NP inducida por HEA.

ATSLAMIENTO DE UN TRANSPOSON QUE CODIFICA MUL-
TIRRESISTENCIA A ANTIBIOTICOS EN UNA CEPA PA-
TOGENA DE Klebsiella pneumoniae.{(Multiresis-
tance transposon isolated from a pathogenic
strain of K.pneumoniae). 'I‘olma\s.k»y,M.El’2 y
Crosa,J.H.T. Toregon Health Sci.Univ.Portland,
Oregon,USA y 2 Inst.Inv.Bioq."F.Campomar",
Bs.As., Argentina.

De una cepa patBgena de K.pneumoniae se ais-
15 el plasmido pJHCMW1 (11 kbp) el cual poseia
determinantes gen&ticos para resistencia a ami
kacina(Ak), kanamicina(Km), tobramicina(Tm) y
ampicilina(Ap). Dichos genes fueron clonados y
caracterizados. E1 gen que codificaba resisten
cia a Ap resultd sger similar al de P-lactamasa
de Tu3. La resistencia a Ak, Km y Tm estaba
codificada en un fragmento de no mas de 1.5
kbp y posiblemente un solc gen sea responsable
por la resistencia a los tres antibidticos.
Para comprobar si los genes de resistencia a
antibidticos formaban parte de una secuencia
de transposicidn, una cepa de E.coli recA que
contenia el plasmido pVK102 (Tetraciclinafl
(Tc¥), Kmr) que seria usado como recipiente
del transposdn y pJHCMWLl fue conjugada con E.
coli conteniendo pRK2013 (como "helper" de la
conjugacidn) y una cepa recipiente de E.coli

Nalf polA. Ya que pJHCMW] no replica en mutan-
tes polA, seleccidn con dcido nalidixico,Ap,Ak

y Tc solo permite el crecimiento de E.coli re-
cipiente con pVK102, si adquirid genes de re-
sistencia a Ap y Ak. Los plidsmidos presentes
en las colonias aisladas eran PVK102Z con una
insercidn de 7,55 kbp en diversas posiciones.
Estos resultados indicaron que pJHCMW! posee
una secuencia de transposicidn de 7,55 kbp que
tiene los genes de resistencia a Ap, Ak, Km y
Tm.
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ENZIMAS RAMIFICANTES (Branching enzymes). Tolmasky,
D.S. y Krisman, C.R.

Instituto de Investigaciones Bioguimicas "Fundacidn
Campomar® y Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,
Antonio Machado 151, (1405) Buenos Aires, ARGENTINA

Haclendo uso del mevo método para medir actividad
ramificante, estudiamos varias de estas enzimas pro-
venlentes de distintos tejidos, ya sean éstos anima-
les ¢ vegetales. De cada tejldo en estudio se extrajo
1a enzima ramificante y el polisacdrido de reserva
que le es propio. Tanto las enzimas ramificantes como
los polisaciridos fueron purificados parcialmente.

A partir de las enzimas obtenidas se sintetizd, en
condiclones adecuadas y controladas, un pollsacarido
cuyo espectro y grado de ramificacidn coinclde con el
del polisacidrido extraido del mismo tejido. Estas
condiciones de 1iIncubacién, parecidas a las
fisioldégicas, son tales que la elongacidn, es decir
1a formacldn de uniones <X 1,4 es lo suficlertemente
lenta y que la enzima ramificante estd en exceso. Asi
cuando el gluco-oligosacirido OX1,4 alcanza el largo
apropiado para cada ramificante, &std puede cortar la
u&uiénso( 1,4 y resintetizar una unidén glucosidica
1,6.

De esta manera ruestros resultados demuestran que el
grado de ramificacién de un polisacirido es funcidn
de la actividad ramificante y no de la relacién
elongacidn: ramificacidn.

DEMOSTRACION DE LA SEGREGACION DE FIBRAS A Y C DEL
NERVIO SINUSAL EN EL NUCLEC DEL TRACTO SOLITARIO.
(A demonstration of the segregation of A aad C
fibers from the sinus nerve in the Nucleus of the
Tractus Solitarius). Torrealba, F., Calderén, F. y
Claps, A. Facultad de Ciencias Bioldgicas, Univer~
sidad Catdlica de Chile.

El cuerpo carotideo (CC) de mamiferos es inervado
por fibras aferentes de conduccién rapida (A, mieli-
nicas) y fibras aferentes lentas (C, amielinicas).
Las fibras mielinicas dan origen en el CC a arboriza
ciones terminales en nido, que contactaa 20-60 célu
las glomicas. Los axones C producen arborizaciones
con escasos terminales y se relacionan con 5-10 cé-
lulas glémicas. En el presente trabajo describiremos
la proyeccidn de ambos tipos de axones al nicleo del
tracto solitarioc (NTS). En gatos adultos se extirpd
un ganglio petroso (el cual contiene los somas de am
bos tipos de fibras), y después de sobrevidas de 3 a
10 dias, se estudidé en el NTS la degeneracidn walle-
riana, con la técnica de Fink-Heimer. Las fibras fi-
nas tienen un curso temporal de degeneracidén més pre
coz, y se distribuyen en el subnficleo comisural. La
degen=razibén gruesa estaba en los subnGcleos ventro-
lateral y dorsolateral y aparecié degeneracibén mixta
en los subnficleos dorsal e intersticial. Estas obser
vaciones permiten concluir que las fibras C barorre-
ceptoras y quimiorreceptoras del nervio sinusal ocu-
pan diferentes territorios en el NTS que las fibras
A. Los hallazgos experimentales sobre la segregaciédn
de axones finos y gruesos en el NTS son apoyados por
las observaciones de la distribucién de mielina, la
cual estd ausente en el subnicleo comisural. Asimis-
mo, la presencia en este subnficle'o de fibras con
reaccidon positiva para la fosfatasa acida resistente
a fluor apoya la hipdtesis de que hay segregacidén en
el NTS de axones A y C. Esta enzima esté presente en
fibras C de las raices dorsales y en la substancia
gelatinosa de la médula espinal.

Financiado por proyectos PIUC 95/85 y Fondecyt 1193.
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HISTONA Hq EN TRYPANOSOMA CRUZI (H{ histone in Trypa-
nosoma cruzi). Toro, C. y Galanti, N. Departamento
de Biologfa Celular y Genética, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile.

La presencia de histona Hy ha sido cuestionada en
T, cruzi porque no se ha encontrado una banda que co-
migre con H1 de timo, en geles de poliacrilamida-SDS.
Adem&s, la mayor parte de la cromatina no se condensa
durante la mitosis en este parédsito.

A partir de cromatina, se extrajo protefnas en 4-
cido perclérico (PCA) 0.75M, correspondiente en euca-
riontes superiores a histonas Hq y a HMG. Estas pro-
tefnas se fraccionaron por precipitacibn diferencial
en acetona. las fracciones obtenidas se analizaron en
geles de poliacrilamida-Tritén DFi6-4cido-urea. Por
otra parte, de la cromatina de T, cruzi se extrajo
bistonas totales en HpSO4 O.4N. las histonas se anali
zaron por inmunodifusibn contra antisuerc anti Hq de
espermios de erizo de mar. Alternativamente, las bis-
tonas se separaron por electroforesis en dos dimensio
nes, se transfirieron a papel de nitrocelulosa y se
incubaron con el mismo antisuero. Las zonas de inmuno
reaccidn se detectaron por el sistema biotina-estrep—
tovidina.

Por electroforesis en una dimensibn, el extracto
en PCA 0,75 mostrd una banda de alta movilidad elec-—
troforética, probablemente similar a una Hy descrita
en otros protozoos, La inmunodifusibn mostrd reaccibn
cruzada entre las histonas totales de T. cruzi y el
antisuero anti-H{ de espermios de erizo de mar. lLa
técnica de Western mostr$ reaccidn positiva con tres
proteinas. Una corresponderfa a Hy y se deberia a
reaccién cruzada con anti~Hy. Les otras dos podrian
corresponder a histonas Hy. Estos resultados permiten
establecer la presencia de por lo menos una histona
Hy, detectada por diversos métodos, y abren posibili-
dades para estudiar su participacidnm durante la divi-
8ibn de este pardsito. (Proyectos B-2365/8613 D.I1.B.
FONDECYT y UNDP/WB/WHO TDR ID 820599).

TENPERATURA, pH Y AGENTES DISOCIANTES MODIFICAN LA INMUNORREACTIVIDAD
OE PRL HIPOFISIARIA DE RATA. (Temperature, pH and dissociating agents
aodify immunoreactivity of rat hypophyseal PRL).
nl. vy Aoki, A.

Centro de

Torres, A.1., Prada,

Nicroscopia Electrénica,
Universidad Nacional de Cérdoba.

Facultad de Ciencias Médicas,

Estudies recientes han demostrado que la prolactina (PRL) polimérica
es almacenada selectivamente en grénulos secretorios. Este contenido
hormonal no es detectado en dosajes (PRLh)} por
radioinmuncanélisis (RIA). En este trabajo se estudié la influencia

del pH, temperatura y distintos agentes

insunorreactividad de

de PRL hipofisiaria
disociantes sobre la
la PRLh de ratas hembras estrogenizadas, Las
gléndulas fueron homogeneizadas en Tris-CIH 0,050 pH 7,0 y luego

incubadas durante 3 h en los medios y condiciones que se detallan en la
tabla. Las muestras se centrifugaron a 10.000 x g; el dosaje de PRL

por RIA se realizé en los sobrenadantes, Los pellets fueron
procesados para microscopia electrénica. La tabla muestra los valores

de PRLh (ug/ml):

Medios extractivos pH Temp.4°C Temp.30°C
TRIS-CIN 0.05K 7.0 8.50 > 0,5 9,33 - 1,15
TRIS-CIH 0.05N 10.0 2.2-1,92 28,00 51,73
Ditiotreitol 0,180 10,0 25,28 1 2,92 28,38 - 2,08
Glutation red.10aM  10.0 20,56 = 1,73 24,00 = 3,6
Urea  2.5N 7.0 36,50 - 2,18 31.83 - 2,84
Urea 2.5 10.0 55,83 23,82 41,67 3,78

El dosaje de PRLh s mayor a pH alcalino. Las sustancias tidlicas ne
afectan la inmunorreactividad de PRLh. La extraccién de PRL con
2,5 N auments significativamente

urea
en asbos pH y a menor teaperatura.
Los pellets muestran resultados cosparables a los obtenidos en el RIA;
a mayor extraccién menor es la cantidad de grinulos secretorios
observables. El medio de extraccién miis efectivo s urea 2,5 N a pH
10,0 incubado a 4°C. La ures tiene un efecto disociante del
polimero de PRLh ya que permite exponer mayor cantidad de sitios
antigénicos detectables por RIA,


http://cion.es
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TYMPANOCTOMYS BARRERAE (OCTODONTIDAE): UN ROEDOR
ESPECTALISTA. Tympanoctomys barrerae: a specialist rodent
Torres-Mura, J.C., Lemus, M.L. y Contreras, L.C.
Depto. Biologia & Quimica, Universidad de Talca.

T. barrerae habita en formaciones desérticas haldfilas
y se conoce solo de tres localidades en Mendoza, Argen-
tina. Esta especie presenta caracteristicas de roedor de
desierto como cola larga, andar bipedal, grandes bulas,
etc. Esta convergencia morfoldgica lleva a preguntarse
si esta especie es granivora, como aquellas especies con
las que converge, o es herbivoro generalista como otros
roedores presentes en el Desierto de Monte.

Se estudian los hibitos alimentarios de T. barrerae
y tambien los de Microcavia australis, Ctenomys mendoci-
nus y Eli ontia t . Las dietas se determinan por
examinacion microhistologica de fecas. Para cada especi-
men se realizé un andlisis cualitativo y cuantitativo de
las dietas.

T s es exclusivamente herbivoro y se alimen-
ta basicamente de "apén", Heterostachys ritteriana: 95%
en Septiembre y 92% en Abril. La especializacion dieta—
ria queda corroborada al encontrar que el 100% de los
animales muestreados presentaba "apén" en su dieta. Por
otra parte M. australis es un herbivoro generallsta,
Ctenomys se " alimenta de gramineas y E. typus es omnivoro,
con un 206% de insectos en su dieta.

Entre Tympanoctomys y tanto Ctenomys como Eli ntia,
casi no existe sobreposicién dietaria. En cambio con
Microcavia ésta alcanza a casi un 50%. Ademis, se ha ob-
servado en terreno que T. barrerae es desplazado de cier-
tos lugares por el ubicuo Microcavia. Estas interaccio-
nes y la alta especializacidn dietaria permitirian expli-
car la restringida distribucién de este octoddntido.

Parcialmente financiado por Direccién de Investigacién,
Universidad de Talca.

EFECICS DE UN FORMULADD DE PARATION SCEFE LA FECUNDACION [EL ERIZOD
DE MAR. (Effects of formulated parathion on gea urchin fertilization
Tortorelli, M.C., Hemméndez, D.A., Lomberdo, R.J., Ferrard L. y Del
Giorgio, P.. Dpto. de (8. Bésicas, Universidad Nacional de Lujén y
Dxplo. De Cs. Biolégicas, Universidad de Buenos Aires

Los organiamos acuéiticos resultan afectadcs por residis de plagui-
cidas en distintes etepes de su ciclo de vida, influyendo, en Gltima
instancia, scbre el crecimiento poblacicnal. El propéeito de este
trebajos fues evaluar la incidencia de un farmulado oan 100g/L de pa—
raticn (FP) sotre la feandacién y su poeible implicancia en 8l cre-
cimiento poblacicnal.

Adultos de Peeudechinus megellanicus (Philippi)fuercn colectados en
el canal Beagle (Argentina). La cbtencidn de gametas y la feaunda-
cifn "in vitro" se realizarn mediente técnices que evitan la poli-
espermia, Se enssyaran 4 candici experimentales: a. fecundacifm
8in exposicién previa al FP, b, feaundacifn de oocitos (coc) expues—
tos previamente a distintas cancentraciones de FP durente 1 h, c.fe~
arndacién o espermatosoides (apz) expuestos previamente a distin-
tes conomn de FP y d.fec cidn con ooc y spz previamente
expuestos a FP. El rengo de cawentreciones utilizados fue de 1 a 64
ppb. El desarrollo enbricnario fue detenido con formol 2% dos he des
puls. Loa experimentos cantrol tembién se efectuaron por duplicado y
en condiciones oontrolades de T°C, pH y salinided.la CESO se estimd
om el método probit.

Se registr$ un marcado efecto inrhibitario del FP sobre la feaundecién
Las CES0 fueron: a: R.2, b: 26.9, c: 13.5 y d: 0.9 ppb. Teniendo en
cuenta estos resultados y la proporcién de ooc fecundados que alcan-
za el estad{o pluteus en condiciones cmntrol (75-89K) y de ellos los
que sufren metamarfosis exitosa, es razonable soepechar que  bajas
concentraciones de FP (menores a 100 ppb) en el mar pueden provocar
un marcado efecto seaundario sobre el crecimiento poblacional del
erizo de mer.

PRESENCIA DE CUERPOS MULTILAMELARES EN LA GASTRULA DE
DE AVE. (Prescence of multilamelar bodies in bird
gastrula) .. Torres, P.F.; Barbieri, F.D.

Depto. Biologia del Desarrollo (INSIBIO). CONICET -
Universidad Nacional de Tucumdn.Rep. Argentina.

Distintos territorios celulares del embridn de pollo
en el estadlo V seglin la tabla de Hamburger y Hamilton
(1951) fueron analizados mediante microscopia electrdni-
ca de transmisida.

Los resultados obtenidos en el presente estudio pusie-
ron en evidencia la presencia de cuerpos multilamelares
{inicamente en células de la prolongacidn cefdlica y del
territorio neural presuntivo. Fueron observados en rela-
cidn con diversos organoides citoplasmiticos tales como
las mitocondrias, los grénulos vitelinos y el reticulo
endotelial., Fueron tambi&n detectados en el Ambito
nuclear, principalmente en el drea periférica, exhibien-
do un gran polimorfismo y un contenido de naturaleza
amorfa. Su evidenciacidn mediante distintos procedimien-
tos de fijacidn, asi como el hecho de que fueron yi
detectados en una notable variedad de células de distin-
tas especies, permite argumentar que no se trataria de
artefactos de téculca.

Teniendo en cuenta que estas estructuras fueron reco-
nocidas en las células implicadas en el proceso de in-
duccidn neural, se postula como hipStesis de trabajo su
eventual intervencidn en el transporte de las sefiales
quimicas que determiman el proceso de neuralizacidn.

EFECTO DE LA DESNUTRICION PROTEICA PRE Y POS-NATAL SO-
BRE EL CONTENIDO DE GANGLIOSIDIOS Y SIALOPROTEINAS HI
POTALAMICAS DE RATAS.(The effect of pre- and post na-
tal proteic undernutrition on the gangliosides and sia
loproteins content in rat hypothalamus). Treis Trinda-
de, V.M., Perry, M.L.S., Gamallo, J.L. e Bernard, E.A.

Departamento de Bioquimica, Instituto de Biociéncias,
U.F.R.G.S., Porto Alegre, R.S., Brasil.

A desnutrigdo proteica provoca alteragoes estrutu-
rais e bioquimicas no ceérebro, entre as quais, redugio
na proliferagao dendritica e mielinizagao. Ha eviden-
cias de que gangliosidios e sialoglicoproteinas este-
jam envolvidas na adesao sinaptica e atuem como recep-
tores para os neurotransmissores. Em ratos, o periodo
mais suceptivel aos efeitos permanentes da restrigEo
protelca se estende desde uma semana antes do nasc1men
to até a terceira semana pos—natal Este trabalho mos—
tra o efeito da desnutrlsao protelca pré-natal (desde
o primeiro dia de gestagao) e pos-natal (a partlr do
nascimento) sobre o hxpotalamo. 0 peso dos hipotalamos
aumenta ligeiramente até os dez dias de idade e com as
duas desnutrlgoes apresenta dlmlnulgao a partir dos
dez dias apos o nascimento. 0 conteudo de gangl1osxdxos
cresce até os dez dias de idade atingindo um plato. Com
a desnutr1gao pré-natal aos dez dias se verifica uma
redugao no conteudo de gangliosidios _enquanto que com
a desnutrigao pos-natal este efeito & retardado. Quan-
do se expressa a concentragao de gang11051dxos por mg
de tecido se observa uma dxmlnulgao aos 15 dias de ida
de nos ratos desnutridos pré-natalmente, tornando a
igualar-se aos 20 dias. As sialoglicoproteinas apresen
tam um lento aumento com a idade e se observa que a
desnutri¢ao pré-natal afeta o seu contelido aos 20 dias
apos o nascimento. Esta abordagem podera contribuir na
avaliagao das alteragoes bioquimicas e na interpreta-
¢ao das mudangas comportamentais dos ratos desnutridos.

Auxilios Financeiros: CNPq, FINEP, PROPESP/UFRGS.
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MAPA DE RESTRICCION DE ADENOVIRUS 35 AISLADO
DE PACIENTES CON INMUNOCOMPROMISO, (Restric-
cion mapping of Adenovirus 35, isclated from
inmunocompromised hosts)., Yalderrama, G, ¥

Horwitz, M,S5. Department of Microbiology and

Immunology. Albert Einstein College of Medici-
ne. {(Patrocinio O, Leén).

Adenovirus de serotipos comunes han sido ais
lados de pacientes con inmunidad alterada, par
ticularmente Adenovirus (Ad) 3k y 35. De estos
Ad35 es interesante, debido a que es un Adeno-
virus nuevo y solo ha sido afslado de pacien-
tes con severa inmunosupresién. En este labora
torio se ha reportado el aislamiento de estos
Adenovirus en pacientes con Sindrome de Inmuno
deficiencia Adquirida. En este trabajo se pre-
senta la construccién del mapa de restricecién
de Ad35 utilizando las enzimas! BAMHI, EcoRI,
PstI, Smal y Hpal,

Plasmidios conteniendo fragmentos de DNA del
AdT fueron radiactivamente marcados y usados
como pruebas de hibridizacién con fragmentos
de DNA de Ad35 obtenidos por digestién con en-
zimas de restriccidn e inmovilizados en Gene
Screen. De esta manera se determiné la posi-
cién de algunos de los fragmentos de DNA que
presentan homologfa con Ad7. Los fragmentos de
DNA terminales de cada extremo, fueron determi
nados utilizando el sistema de replicacién de
DNA in vitro.

Nuestros resultados indican que la regién
que codifica para el polipeptido de envoltura
es diferente a la encontrada en otros tipos de
Adenovirus del mismo grupo. Este nuevo método
puede ser aplicado en la construcciédn de otros
nuevos mapas de Adenovirus,

DIFERENCIAS EN EL NIVEL DE LIPOPEROXIDACION, CONTENIDO
DE CITOCROMO P-450 Y CONSUMO DE OXIGENO MICROSOMAL EN-
TRE EL LOBULO DERECHO E IZQUIERDO DEL HIGADO FETAL DE
LA OVEJA. (Differences in the 1ipid peroxidative status,
cytochrome P-450 content and microsomal oxygen consump-
tion between right and left lobes,of the liver in fetal
sheep). Valenzuela Al., Garrido A}., Cafas Pl., Espinoza

M2., Germafn AZ., Llanos AZ. 1 Laboratorio de Bioquimica
Farmacol6aica,INTA. 2 Laboratorio de FisiolugfayFisiopa
tologfa Perinatal.Fac. Medicina. U. de Chile.

La existencia del ductus venosus en el hfgado fetal
de mamfferos determina que el aporte de oxfgeno sanguf-
neo sea menor en el 16bulo derecho. Esta situaci6n po-
drfa implicar un diferente manejo bioquimico del metabo
lismo del oxfgeno en ambos 16bulos hepdticos. Con este
prop6sito se evalu6 los niveles basales de 1ipoperoxida
cibn, citocromo P-450 y consumo microsomal de 0z, asi
como algunos pardmetros relacionados con la proteccifn
celular contra el stress oxidativo, en ambos 16bulos del
higado fetal de 1a oveja. E1 16bulo izquierdo presenta
mayores niveles de 1lipoperoxidaci6n (expresada como ma-
londialdehido), consumo de oxfgeno microsomal y una can
tidad mayor de citocromo P-450, Respecto a los 16bulos
homologos de 1a madre, solo el contenido de citocromo-
P-450 es mayor en estas. Los niveles de actividad de las
enzimas superfxido dismutasa, catalasa y glutatién pe-
roxidasa no son diferentes entre ambos 16bulos del feto
ni tampoco entre estos y aquellos de la madre. E1 conte
nido de glutatidn reducido es significativamente menor
en Tos 16bulos fetales. Se plantea que el 16bulo izquier
do del hfgado fetal estarfa sometido a un mayor stress
oxidativo que el derecho debido a 1a mayor oxigenacién
que recibe. El sistema microsomal de este 16bulo presen
tarfa un cierto grado de desacoplamiento, derivando su
actividad hacia la formacidn de especies activas del oxi
geno involucrados en el inicio de la Tipoperoxidacidn ce
lular. Estas diferencias metab6licas podrfan tener impor
tancia en la etiogenia de algunas anomalias hepdticas del
recién nacido.(Financia DIB.Proy. B-2399-8613 U.de Chile)
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DESARROLLO DE UN NUEVO METODO POR HPLC PARA SEPARAR Y
CUANTIFICAR ANDROSTENEDIONA Y SUS PRODUCTOS DE OXIDACION
MICROSOMAL (A new HPLC method to separate and quantify
Androstenedione and its microsomal oxidative products).
Valdés, E. y Gil,L. Departamento de Bioquimica,Facultad
de Medicina, Universidad de Chile.

Androstenediona (A), es un agente androgénico débil que
circula en la sangre periférica, actuando como prohormo-
na para la sintesis de potentes andrégenos en sitios ex-
traglandulares. La (A)es hidroxilada regio y estereoespe
cificamente por diferentes especies de Citocromo P-450
en varias posiciones del esqueleto esteroidal. No se sa-
be con exactitud cuantas isoenzimas de Citocromo P-450
participan en el metabolismo oxidativo de (A).

En este trabajo, presentamos una nueva técnica desarro -
l1lada en nuestro laboratorio para separar y cuantificar
(A) y sus productos de oxidacién por HPLC. El método uti
Tiza una columna de Lichrosorbdiol que separa en fase -
normal, el sustrato y sus productos de oxidaci6én cuando
se utiliza como fase mévil una mezcla de n-hexano e iso
propanol. (A) y sus metabolitos eluyen con los siguien-
tes tiempos de retencién : (A) 15.30 min.; Testosterona
(T) 17.20 min.; éB-hidroxi Androstenediona {6B-0HA)20.15
min,; 2B-0HA 21.8 min.; 2a-0HA 22.50 min, ;7a-0HA 24.30
min., 160-0HA 26.30 min.; 11a-0HA 27.20 min.; 6a-0HA
27.40 min, y 15a-0HA 29.20 min.

Esta técnica es rapida, no requiere el uso de gradientes
y utiliza sistemas simples de HPLC. La hemos aplicado pa
ra estudiar el metabolismo hepstico de (A) en ratas ma-
cho de 35 dfas,cepa Wistar, Microsomas incubados con
NADPH y oxfgeno molecular producen : (T), 68-0HA, 28-0HA
Jo~OHA y 160.-OHA. La gran sensibilidad y resolucién del
método facilita las determinaciones en tejidos extrahe-
paticos de bajo contenido de Citocromo P-450 tales como,
rifén y pulmén.

Financiado por proyecto B: 1970-8635 del DIB, Universi-
dad de Chile y 8025 del FONDECYT.

ALTERACION DE ACTIVIDAD METABOLICA EN CELULAS DE LEYDIG
DESENSIBILIZADAS. (Modification of some metabolic parame-
ters in desensibilized Leydig cells). Vvalladares,L.E.,
Ronco, A.M., y Pino A.M. Unidad de Biologla de la Reprod.
INTA, Universidad de Chile.

Una dosis {nica farmacoldgica de LH/hCG (100 UI) produ-
ce una alteracidn en la capacidad funcional de las célu-
las de Leydig, fendmeno conocido como desensibilizacidn.

En este trabajo se estudid el efecto de una dosis desen
sibilizante de LH/hCG sobre algunos parimetros molecula-
res de la célula de Leydig, luego de 1, 2, 3, 6 y 12 dias
después de la inyeccidn.

Ratas adultas fueron tratadas con 100 UI de LH/hCG y se
sacrificaron a los tiempos sefialados después de la inyec
cibn. Las c@lulas de Leydig se purificaron a partir de te
jido intersticial por gradiente de metrizamida. En estas
células se determind: nimero de receptores para LH/hCG
por unidén de 125 I-HCG, sintesis de testosterona al cabo
de 3 hr. de incubacidn y sintesis de RNA por incorpora-
cidn de 3H-uridina a material &cido insoluble. Posterior-
mente estos RNA fueron analizados por cromatografia de
afinidad para identificar fracciones ricos en poli-(A).

Los resultados obtenidos indican un desaparecimiento
del niimero de receptores para gonadotrofinas, hecho que
se hace evidente desde el ter dia después de la inyec-
cibn. La sintesis de testosterona en las células desensi-
bilizadas se ve disminuida frente a un segundo estimulo
"in vitro"” de hCG. Tanto el nimero de receptores como la
sintesis de Testosterona se encuentran recuperadas en un
80% , 12 dlas después de la inyeccidn.

La sintesis de RNA disminuye paulatinamente desde el
ler dia después de la inyeccidn siendo esta disminucién
mdxima, al cabo de 2 dias. El andlisis de estos RNA indi-
ca que no hay una disminucidn preferencial de la sintesis
de los RNA poli-(a).

Estos antecedentes indican que la desensibilizacidn es
taria asociada con fendmenos transcripcionales, existien
do una correlacién entre la disminucidén de RNA y el nii-
mero de receptores.Fin.DIB,B-2020-8633,U. de Chile.
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EFECTOS DE LA VITAMINA D3 Y ESTIGMASTEROL SOBRE LA SIN-
TESIS DE CALMODULINA EN RAIZ. LOCALIZACION Y DEPENDENCIA
DEL CALCIO (Effects of vitamin D3 and stigmasterol on
root calmodulin synthesis. Localization and calcium de-
pendence). Vega, M.A..y Boland, R.L. Departamento de
Biologia, Universidad Nacional de¥ Sur, 8000 Bahia Blan-
ca.

Estudios previos mostraron que la vitamina D3, a con-
centracion 1 nM, induce la sintesis de novo de calmodu-
lina (CAM) en raices de Phaseolus vulgaris in vitro. Se
realizaron experimentos para obtener informacion sobre
1a localizacion de los efectos y modo de accidn del es-
terol. Los estudios se efectuaron con raices primarias
de P. vulgaris cultivadas en medio Shenk-Hildebrandt a
28 °C en la oscuridad. Los cultivos fueron tratados con
vitamina D% 10-9 M durante 2 h. Se midié la sintesis de

i

CAM en distintas porciones de la Eafz por el método de
doble Tgrcacién de proteinas con “H-leucina (vitamina
D3) y 17C-1eucina (control) y posterior separacidn por

electroforesis SDS-PAGE o cromatografia de afinidad en
columnas de fenotiazina-agarosa. Se observd que la esti-
mulacion de la sintesis de CAM por vitamina D3 estd lo-
calizada en el extremo mds apical de la raiz ?0—5 mm
desde el dpice). Mediante técnicas de ligado in vivo de
fenotiazinas fluorescentes se determind que en esta zo-
na la CAM se localiza principalmente en las células de
la cofia y del meristema cortical. En porciones mas dis-
tantes del dpice la CAM se ubica selectivamente en los
elementos del xilema. E1 estigmasterol (10-7) M), un es-
terol mayoritario en vegetales, produjo efectos simila-
res a los de vitamina D3 en la sintesis de CAM. La ac-
cigg de los esteroles fué simulada por el iondfaro de

Cac” A23187 y abolida cuando el tratamiento con los mis-
mos se realizé en medio libre de CaZ* y en presencia de
2 mM EGTA., Estos resultados sugieren que los efectos de
vitamina D3 y estigmasterol sobre_la sintesis de CAM es-
tdn mediados por la entrada de Ca¢* a la raiz.

EFECTO DE LA HERBIVORIA EN LA ABUNDANCIA DE LAS ALGAS DE
POZAS INTERMAREALES (Herbivory effect on the tide-pools
algae abundance). Vega, R. y Moreno, C. Laboratorio de
Ecologia, Depto. CCNN, P. Universidad Cat&8lica Sede Temu-
co - Instituto de Ecologia,Universidad Austral de Chile.

En la zona intermareal de la Reserva Marina de Mahuin
(X Regidn) de la Universidad Austral, las pozas altas se
encuentran dominadas por cloréfitas ulvoides y las bajas
por algas crustosas calcdreas.Se pregunta ;Qué factores,
biSticos o abidticos, regulan la persistencia y dominan -
cia de las algas en estas pozas?

Entre Agosto 1982 y Enero 1984 se realizé en Mehuin
una serie de experimentos para determinar en las pozas al
tas y bajas, el efecto sobre la abundancia de las algas
de: a) competencia entre algas, b) herbivoria, c) interac
cidén de estos dos factores y d) interaccién de factores
biSticos y abifticos. Se estimé % de cobertura de las al
gas, densidad de la fauna y biomasa de ambas.

En las pozas intermareales de Mehuin pueden persistir
cloréfitas, rodéfitas y fedfitas, que estarfan reguladas
por factores bioldgicos: competencia entre algas y herbi-
vorfa. Las clordfitas ulvoides son especies colonizadoras
iniciales dominantes competitivas en las pozas. Los herbf
voros presentes en las pozas altas (Siphonaria,Collisella,
Littorina) son poco eficiente en la regulacién de la abun-
dancia de las algas; al contrario de los de las pozas ba -
jas, principalmente Fissurella.

La baja o alta intensidad de una perturbacién como es
la herbivorfa genera dos estructuras extremas para un mis
mo habitat, asf en las pozas intermareales se reclutan ul
voides pioneras que ante una baja intensidad de herbivo -
ria, dominan por exclusidén competitiva, persistiendo el
estado ulvoide al detenerse la sucesidn (pozas altas).las
macroalgas foliosas desaparecen ante una alta intensidad
de herbivorfa dominande las algas crustosas calcireas (pg
zas bajas).

Financiado por Proyectos: 2.83.3. U. Catélica Temuco,
RS 82-7 UACH y 1067-83 Fondo Nacional de Ciencias.
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RELACION ENTRE EL SISTEMA ADENILATO CICLASA Y SINTESIS

DE ESTEROIDES DURANTE LA FASE LUTEA HUMANA (Relation-
ship between adenylate cyclase system and steroids syn-
thesis troughout human luteal phase).

Vega, M., Navarro, V., Castro, 0. y Devoto, L. Depto. Cs.
Bas., Depto. Obst/Ginecol., Div. Cs. Med. sur, Inst. Inv.
Cifn., H. Paula Jaraquemada, Universidad de Chile.

Recientemente se ha descrito que el sistema adenilato ci-
clasa (AC) de las membranas ldteas estd constitufdo por

3 subunidades: Receptor (R), Regulatoria (N), Catalitica
(C)s y que en respuesta a LH/HCG aumenta el cAMP intrace-
Tular y la progesterona (P4). Hemos demostrado que in vi-
tro HCG estimula significativamente la sintesis de Pq y
Estradiol (E2) en Cuerpo liteo (CL) intermedio (I) y en
menor grado, en CL tardio (Ta), pero no en CL temprano
(Te); sin embargo, dbcAMP, toxina eélera (TC) y forskolin
(FK) estimulan Pg y cAMP en CL Te. Este trabajo evalua el
comportamiento in vitro del sistema AC de CL humano a lo
largo de la fase litea en relacion a la sintesis de Pg y
Ez. Los CL fueron obtenidos de pacientes sometidas a este
rilizacifn tubaria. La edad del CL se determing por FUR,
niveles en plasma de LH, Pg y E2; biopsia de CL y endome-
trio. Los cortes fueron incubados 3 hrs. en Krebs/HCO3,
glucosa y BSA, pH 7.4 con 02/C02:95/5 a 37°C, con o sin
HCG (10 UI/m1); dbcAMP (1 mM); TC (10 ug/ml) o FK (50 uM).
Se midié P4 y E2 en medio y tejido por RIA. Los resulta-
dos demuestran que en CL I y Ta existe un mayor aumento
de P4 por HCG que en CL Te (p<0.005). DbcAMP, TC y FK es-
timulan significativamente (vs Control) Pg en CL Te (p<«
0.05), I (p<0.01) y Ta (p<0.05); al Ep en CL I (p<0.01) y
Ta (p<0.05§. ET incremento de P4 es de 2.2;4.0 y 2.8 ve-
ces y el de Ep de 1.2;1.8 y 2.7 veces en CL Te, I y Ta
respectivamente. Este modelo experimental sugiere la exis
tencia del sistema AC durante toda la fase litea siendo
su respuesta dependiente de la edad del CL y probablemen-
te 1a responsable del diferente perfil de sintesis de P4
y E2, controlando de preferencia Pg.

Rockefeller GAPS 8523 y DIB M-1685.

VESICULAS DE MEMBRANA PLASMATICA DE MUSCULO DE
Balanus PARA EL ESTUDIO DE CANALES I10NICOS.

(Plasma membrane vesicles from barnacle muscle
for the study of lon channels). Vergara .y
Baclgalupo, J. Depto.Blologfa, Fac., Clenclas,
Unlverslsaj d

e Chile.

Datos macroscépicos y de patch clamp sugie-
ren que en misculo de balanus la mayorfa de
los canales Ca**, cuyas propiedades nos intere
sa estudiar, se encuentran en Invaginacliones
de la membrana plasmética. E! método de patch
clamp no es adecuado para registrar de estas
regiones por lo tanto declidimos usar un méto
do alternativo. Este consistié en producir Ve
siculas de membrana plasmética en donde se pue
den estudiar canales i6nicos. Se incubaron 3-
10 células de balanus en agua de mar artifi-
cial (AMA) diluida a 1a mitad conteniendo 10
mg/m) de colagenasa por 2 hrs. Se usd AMA di-
tuida con el objetivo de hacer més accesible
1a membrana de las invaginaciones. Este trata
miento produjo vesfculas de membrana de 30-
150u que se utilizaron en experimentos de
patch clamp o fueron agregadas a un sistema de
registro de canales en membranas artificiales.
En todos estos casos fue posible registrar co-
rrientes unitarias. Entre los distintos cana-
les observados destacamos un canal de 12 ps
que transporta iones Ba, cuya actividad es blo
queada por lones Cd lo que sugiere que es un
canal de Ca.

Financisdo por DIB-B 1986-8523
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ACTIVIDAD Y LOCALIZACION SUBCELULAR DE AMINOTRANSFERASA
DE AMINOACIDOS RAMIFICADOS EN ESPERMATOZOIDES DE RATA
(Activity andsubcellular localization of branched-chain
aminoacid aminotransferase in rat spermatozoa)
Vermouth, N.T., Montamat, E.E. y Blanco, A.

Citedra de Quimica Bioldgica, Facultad de C. Médicas,
Universidad Nacional de Cérdoba, CSrdoba, Argentina.

Estudios previos en este laboratorio habfan demostrado
que la i{sozima X de lactato dehidrogenasa (LDH X o Cy)
de ratén utiliza como sustratos G-cetodcidos de cadena
ramificada producidos por transaminacién de leucina, va
lina e isoleucina. En preparaciones de testiculo, se
comprobS que la aminotransferasa de aminodcidos ramifi-
cados (ATAR) posee la misma distribucién subcelular que
que LDH X {en citoscl y en matriz mitocondrial de orga-
nelas similares a las existentes en la pieza media de
espermatozoides). Estas evidencias llevaron a postular
el funcionamiento de un sistema conmutador de H que uti
liza la cupla redox a-OH-8cido/a~-cetodcido de cadena ra
mificada. La efectiva operacidn de esta ''lanzadera’ ha
sido demostrada en sistemas reconstituidos in vitro. Di
chos estudios se realizaron con mitocondrias '"'tipo es-
perma'’ aisladas de testiculo tota) pues no es posible
obtenerlas de espermatozoides. Para comprobar si la si-
tuacién es la misma en las gametas se ha analizado acti
vidad de ATAR y distribucidén subcelular de LDH X y ATAR
en espermatozoides aislados de epididimo de rata por el
método indirecto de tratamiento con digitonina (D). La
actividad ATAR es de 15,65umoles/10? células; 0,27umo-
les/mg de protefna. Las gametas enteras tratadas con di
gitonina liberan hasta 70% de su actividad ATAR y LDH X
a concentraciones de 0,2mg D/mg protefna y recién a
0,7mg D/mg protefna comienza a liberarse el resto. Este
resultado confirma la distribucidn dual, en citosol y
mitocondrias, para LDH X y ATAR de espermatozoides y la
posibilidad de su participacién en el sistema lanzadera
propuesto.

LOCALIZACION ESTRUCTURAL DE TSOFORMAS DE ACTINA EN EL
ELECTROCITO DE DISCOPYGE TSCHUDII. (Structural localiza-
tion of actin isoforms in Discopvge tschudii electrocy-
tes).vidal,A.,Prado Figuerca,M.y Barrantes,F.J.
Instituto de Investigaciones Bioquimicas,Universidad Na-
cional del Sur y CONICET,8000-Bahia Blanca,Argentina.

La actina es un comnonente de las membranas enriqueci-
das en receptor colinérgico nicotinico (AChR),distingui-
ble de otras proteinas periféricas de membrana.Con el ob
jeto de establecer eventuales relaciones estructurales
entre el AChR y la actina se efectuaron estudios inmuno-
histoquimicos del Srgano el&ctrico de Discopyge tschudii
pez de la fam.Torpedinidae,y se utilizaron té&cnicas de
fluorescencia con falacidina,una toxina que tiene la pro
piedad de unirse con alta afinidad a la forma filamento=
sa(F)de la actina,y dos lineas de anticuerpos monoclona-
les (mAbs)anti-actina (OAB,y QAB,)obtenidas del mdsculo
pectoral de codorniz.Se éiferencié la membrana ventral
de la no inervada mediante ®-cobrotoxina conjugada con
isotiocianato de tetrametil rodamina (ITC-TMR).E1l NAB,mos
tré una fluorescencia puntual a nivel de las terminacio-
nes nerviosasj;el QAB,,en cambio,se distribuvd en todo el
citoplasma,en concoraancia con las observaciones de Cice
res y col.(1983)en neuronas.La falacidina reconocié a la
F-actina exclusivamente en la cara dorsal del electroci-
to.De los presentes resultados puede concluirse que co-
existen varias isoformas de la actina en el electrocito:
1)la isoforma detectable por falacidina en su cara dor-
sal,de localizacidn discreta;2)la reconocible por el
mAb QAB,,que podria corresponder a la evidenciada por
ChangeuX y col.(1986) (G-actina citoplasmitica);3)la acti
na presumiblemente de origen neural,que detecta el mAb
0AB, ,posiblemente andloga a la descrita por Witzemann y
col.(1985)en el electrocito.la actina detectable por mé
todos bioquimicos en las membranas ricas en AChR parece
no corresponder a ninguna de las isoformas descritas a-
qui por métodos immunocitoquimicos, o se halla en canti-
dades no detectables por estos mitodos.
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Mini-Mutac, UN NUEVO VECTOR PARA LA EXPRESION
DE GENES EN PROCARIOTAS. (Mini-Mutac, a new vector
for gene expression in prokaryotes). Viale, A%, Gramajo,
H¢ y de Mendoza, D#

Centro de Estudios Fotosintéticos y Bioquimicos* y Depar-
tamento de Microbiologia#, Facultad de Ciencias Bioquimi-
cas y Farmacéuticas, Universidad Nacional de Rosario,
Argentina.

La expresi6bn regulada de genes clonados en E.coli es
realizada mediante la utilizacién de vectores de expresibn,
pl&smidos multicopia que poseen promotores regulables se-
guidos de sitios de restriccién en los cuales se inserta el
gen que se desea expresar, Esto requiere un laborioso ma-
nipuleo in vitro del material genético.

Nosotros hemos construfdo un nuevo vector para la ex-
presi6n regulada de genes en E.coli clonando el promotor
tac en el extremo derecho del mini-bacteri6fago transpo-
sable MudIl1681, Dicho bacteri6fago fue integrado al cro-
mosoma de una cepa de E.coli lisbgena para un Mucts au-
xiliar, Esta bacteria fue transformada con plismidos conte-
niendo genes carentes de promotores reconocibles por la
RNA polimerasa de E.coli. La expresi6bn de estos genes
fue observada en cepas receptoras que fueron transducidas
a partir de los lisados mixtos obtenidos luego de la induc-
ci6n a 422C de la bacteria transformada. De esta forma
se logr6 la expresi6bn de genes que codifican resistencia
a tetraciclina y a cloranfenicol, del gen de la galactoqui-
nasa de E.coli y la de genes heterblogos como el de la
RuBisCO de R.rubrum.

La utilizacibn de minj-Mutac como promotor portétil
in _vivo ofrece una nueva alternativa para la expresién re-
gulada de genes clonados en pl&smidos.

ESTUDIOS SOBRE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE DES
FERRIOXAMINA (DF) EN SISTEMAS BIOLOGICOS. (Sttu-
dies on the antioxidant capacity of desferrioxa
mine in biological systems). vVidela,L,A.,Ville-
na,M.I.,Salgado,C. y Canales,P. Unidad de Bio-
quimica,Dept. Ciencias Biologicas,Fac.Medicina-
Divisidn Occidente, Universidad de Chile.

La DF es un agente quelante de hierro (Fe),
usado en el tratamiento de sujetos con sobrecar,
ga de este metal. Mediante este mecanismo de ac
¢idn,DF inhibirfia la produccidn de superdxido
(0,¥) o del radical hidroxilo (HO') por Fe y
su8 consecuencias lipoperoxidativas (LP). Este
trabajo estudia la capacidad antioxidante de DF
en sistemas bioldgicos bajo condiciones de LP
basal e inducida.

Se estudid el efecto de diferentes [DF] sobre:
a)quimioluminiscencia (QL) basal e inducida por
Fe y el consumo de O (QO,) asociados a la auto
xidacién de homogeniZados”de cerebro de rata,
b)QO. inducido por t-butil hidroperdxido (t-BHP)
en suspensiones de eritrocitos de rata y c) el
Q0. en el sistema de perfusidn hepitica.

DF presenta un efecto inhibitorio de la QL y
00, basal de homogenizados de cerebro, con una
) 4 ° de 0,63 y 0,52 pM respectivamente. En este
sistema, la actividad pro-oxidativa del Fe es
eliminada a una relacidén molar DF/Fe= 0,65. El
Q0. inducido por t-BHP en eritrocitos es inhibi
do”en un 88% con una K., =210 pM. DF agregada al
sistema de higado perfiundido disminuye progresi
vamente el QO0,, con una respiracidn sensible a
DF méxima de 568 nmol/g/min y K o=125 pH.

Los resultados indican que D? es un potente
antioxidante, tanto en sistemas de baja como de
alta velocidad peroxidativa, efecto gue podria
tener un rol relevante en citoproteccién frente
a la accidn LP tdxica de xenobidticos. (Finan-
ciado por D.I.B.,Universidad de Chile,B-1860).
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CARACTERIZACION DE CLONAS GENOMICAS
CORRESPONDIENTES A COLAGENO DEL TIPO IV.
(Characterization of genomic clones harbouring
type IV collagen) Villa, L.L., Santos, C.L.S.,
Bonjardim, C.A., Brentani, R.R.

Ludwig Institute for Cancer Research - Sao
Paulo Branch - Brasil

Two human genomic libraries constructed in
cosmids (a gift from Dr. E. Solomon from ICRF,
London) were screened for type IV collagen
sequences employing a mouse cDNA clone (Santos
et al,, Nucl. Acids Res 12(4):20, 35, 1984).
We ended up with two clones which were further
characterized by restriction mapping,
Northern, Southern and hybrid selection
procedures. Both hybridize to a 7kb mRNA
species derived from total mRNA of two cell
lines involved in type IV collagen synthesis,
and we have observed that the signal with the
homologous one - human HT10-80 - is stronger
than the mouse one PYS-2. Furthermore the
hybrid selected in vitro translated product
showed a 180 Kd polypeptide equivalent to

a 1(IV)chain, which is collagenase sensitive.
For the sequencing of so large inserts (25 and
35 Kb approximately) we selected restriction
fragments which hybridize with both ¢DNA and
specific oligonucleotides derived from type IV
collagen cDNA sequences recently published by
others. Some fragments were selected, cloned
in M13 and partially sequenced by Sanger's
protocol. We've sequenced at least 5,0 Kb,
however we still couldn't find the (Gly-X-Y)n
repeats characteristic of collagen genes. A
new sequencing strategy using Exo III nuclease
which is more suitable to sequence large DNA
stretches is underway right now.

PARTICIPACION DE LOS OXIDANTES DERTVADOS DEL OXIGENO EN
LA PATOGENIA DE 1A FASE CRONICA ACTIVA DE PROCESOS INFLA
MATORIOS. (Participation of axygen derived oxidants in —
the pathogenesis of the active chronic phase of inflam-
matory proc ). Vivaldi, E, E., Ward, P. H. y More-
no, M. Departamento de Ciencias Fisiol8gicas. Facultad
3¢ Ciencias Biol6gicas y de Recursos Naturales. Univer-
sidad de Concepcifn.

Independientemente del agente etiolSgico, los proce-
sos inflamatorios tienden a la cronicidad por lo menos
mediante tres mecanismos: a) persistencia del agente cau
sal, favorecida o no por agentes locales, b) reactiva-
cifbn de procesos inflamatorios aparentemente normaliza—
dos, y ¢) reacciones antfgeno-anticuexpo de evolucién
subclinica y de potencial importancia patolSgica.

Con el fin de evidenciar la posible participacitn de
oxidantes derivados del axfgeno, hemos utilizado diver-
sos modelos experimentales, no inducidos por microorga-
nismos, (quemadura en ratones, infeccifn en ratas y
reaccifn de Thamas en conejos) en los cuales hemos podi~
do camprobar que la superSxido dismutasa (SOD) y/o el
alopurinol, un inhibidor camwpetitivo de 1la xantino oxi-
dasa, son capaces de inhibir la respuesta inflamatoria
y la necrosis local, lo que se manifiesta por atenuaci&n
evidente del edema, de las alteraciones tisulares, asf
camo de la migracifn leucocitaria a la zona injuriada.
Ademfs, los animales que sobreviven debido a la accifn
de la SOD se diferencian de los controles porque no pre—
sentan lesiones crfnicas, cicatriciales o infecciones
sépticas secundarias.

Camo se ha logrado evidenciar en algunas afecciones
cutfineas, creemos posible que la terapia prolongada con
SOD o con antioxidantes (vitamina A, E y C) puede inter-
ferir con procesos autoinmmes o degenerativos consecuen
tes a reacciones antfgeno-anticuerpo.

Financiamiento: Proyecto 1083/85 FONDECYT.

COMUNICACIONES LIBRES

ADSORCION DE FOSFOLIPASA A2 A VESICULAS DE FOSFATIDIL

COLINA (Adsorption of phospholipase A2 to phosphatidyl-

choline vesicles). Viskatis,L., Canziani,G., Donnet,C.
y Vidal,J..Instituto de Quimica y Fisicoquimica Bioldgi-
cas (UBA-CONICET). Facultad de Farmacia y Bioquimica.
Universidad de Buenos Aires.

Se estudid la adsorcidn de fosfolipasa A2 de veneno de
Bothrops neuwiedii a vesiculas de fosfatidilcolina de
yema de huevo por cromatografia en condiciones de equi-
librio en Sepharosa 4B-CL. Se empled el formalismo desa-
rrollado por STANKOWSKI para la regidn de bajas densida-—
des de ligadura. Los parametros calculados+a partir gell
grifico de, Scatchard fueron Kasoc = 1.08 (= 0.2)x 10°M
+ : N
y n = 23 (-4). La enzima puede ser considerada como un
ligando con forma de disco y aplicar, entonces, la apro-
ximacidn de ANDREWS, que permite calcular la fraccidn de
sitios libres a saturacidn arbitraria. Se puede obtener
un grédfico normalizado para ligandos con forma de disco,
independiente de los valores de Kasoc y n. El valor de
los pardmetros desli¥adura a partir de dicho grdfico fue
Kasoc= 1.025 x 10°M 'y n=25. El grdfico de Hill lineal y
de pendiente unitaria se obtuvo al representar log(X/1-X
en funcién de log (fraccidn molar de sitios libres), en
vez de log (PC i ). El alejamiento de la respuesta hi-
perbdlica (p.ej. isoterma de Langmuir) se debe a la acu-
mulacién de espacios entre las moléculas adsorbidas. Los
cdlculos termodindmicos demuestran que el reordenamiento
de las moléculas adsorbidas para permitir mayor ligadura
requiere una disminucidn de la entropia de mezcla y, por
lo tanto, la saturacidn de la superficie resulta ser un
proceso no espontineo.
STANKOWSKI, S. (1983) Biochim.Biophys.Acta 735, 352-360
ANDREWS, F.C. (1975) J.Chem.Phys. 62, 272-275

ANTICUERPOS ESPECIFICOS ANTI~T.Cruzi EN UNA POBLACION HU
MANA DE LA REGION METROPOLITANA (Anti-T.cruzi specific
antibodies in a human population of the Region Metropoli
tana). Wallace,A.* Sanchez,G.**y Potocnjak,P.**. *Dpto.
de Medicina Experimental.Fac.de Med.Div.Norte. **INTA.
Universidad de Chile.

En la fase crdnica de la enfermedad de Chagas T.cruzi
puede permanecer durante toda la vida del hospedero. En
el hombre esta situacidn es posible por un equilibrio en
tre la virulencia del pardsito,que varia de acuerdo a su
origen geografico,y a la capacidad del hospedero de desa
rrollar una respuesta inmune eficiente. Esta Qltima pue-
de manifestarse en niveles variables de anticuerpos espe
cificos. El propdsito de este estudio fue establecer los
titulos de anticuerpos anti-T.cruzi en una poblacidn hu-
mana del Cajdn del Maipo,Regidn Metropolitana y su espe-
cificidad por reactividad con cepas del pardsito aisla-
das en Chile y otras regiones de Subamérica.

Los sueros se obtuvieron de 43 personas con edades en-
tre 6 y 84 afos.Los titulos de anticuerpos IgG e IgM es-
pecificos anti-T.cruzi fueron determinados por dilucién
seriada doble en reaccidn de ELISA e Inmunofluorescencia
Indirecta,IFI,sobre formas de cultivo. La actividad 1iti
ca se midid sobre tripomastigotes sanguineos vivos ais-
lados de ratones irradiados.

El 81.0%¢ de los sueros resultaron positivos en IFI y
ELISA.Los titulos de anticuerpos IgM variaron entre 1/40
y 1/1280.Los titulos de anticuerpos IgG variaron entre
1/20 y 1/5120.Los anticuerpos liticos se detectan sdlo
en un 25% de los sueros y se corresponden con los titu-
los mas altos en IgG.No todos los sueros positivos liti-
cos para la cepa Tulahuen reaccionaron con la cepa Y.

Las diferencias observadas en actividad litica sugiere
diversidad antigénica entre las cepas de T.cruzi que apo
yan la existencia de subpoblaciones del parasito.El re-
sultado del diagndstico podria depender de la cepa utilji
zada lo cual tendria implicancias en las determinaciones
epidemioldgicas.

Financiado por Proyecto B1475-8544. DIB, U.de Chile.
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INCORPORACION A BICAPAS LIPIDICAS DE GRANDES
POROS SELECTIVOS A CATIONES DE PEROXISOMAS DE
HIGADO DE RATA. (Large cation-selective pores
from rat liver peroxisomal membranes incorpo-
rated to planar lipid bilayers). Wolff,D.?,
Labarca,P.*. 1. Depto. de Biologia, Fac. de
Ciencias, uU. de Chile. 2. Centro de Estudios
Cientificos de Santiago.

Evidencias indirectas indican que los los
peroxisomas son altamente permeables a solutos
de bajo peso molecular, pero las bases wmolecu-
lares del transporte no se conocen. La incor-
poracién de membranas peroxisomales a bicapas
lipidicas posibilita el estudio electrofisio-
l6gico de sus propiedades de permeabilidad. La
fusién de membranas de peroxisomas de una
fraccién altamente purificada incorpora poros
de alta conductancia selectivos a cationes vy
sensibles al voltaje. La razén de permeabili-
dades, Py /Pec: es aprox. 4. Los poros muestran
varios estados de conductancia y permanecen
abiertos la mayor parte del tiempo a O wmV,
cerrandose a potenciales mas positivos y més
negativos. A voltajes cercanos a O mV el esta-
do abierto més frecuente presenta una conduc-
tancia de 2,4 nS en KC1 0,3 N. A voltajes més
positivos y mas negativos de -10 mV el estado
abiertoe wés frecuente tiene una conductancia
de 1,2 nS. Con estos valores de conductancia
se estimaron diametros de 3 y 1,5 nm respecti-
vamente. Estos resultados sugieren que la
presencia de estos grandes poros podria dar
cuenta de la alta permeabilidad de los pero-
xisomas 8 solutos de bajo peso molecular. Se
incorpora también un canal altamente selectivo
a aniones gque presenta dos estados abiertos
con conductancia de S0 y 100 pS en KC1 0,1 M.
(Labarca et al: J. Membrane Biol.,en prensa).
Financiado por Proyectos DIUC 79/86, FNC,
1181/85, y Fundacién Tinker.

REACCION TISULAR A COMPRIMIDOS DE PROGESTERONA.
(Tissue reaction to progesterone pellets). Zepeda, A.,
Croxatto, H.D., Instituto Chileno de Medicina
Reproductiva y Servicio de Anatomfa Patol8gica,
Hospital Clfnico Universidad Catflica de Chile.
(Patrocinio: H.B. Croxatto)

Los comprimidos de progesterona implantados bajo
la piel en humanos son expulsados con mayor frecuencia
que los de otros esteroides y ciertas técnicas de
fabricacién se asocian a una mayor tasa de expulsifén.
Se compard entre sI la reaccién tisular (RT) a
comprimidos de progesterona de distinta textura
superficial y con implantes de otros materiales. La
comparacifn fue intra e inter especle. Se fabricaron
tabletas con progesterona en polvo (Pp) o con
progesterona precomprimida (PreC), constatfindose por
microscopfa electrbnica de barrido que la textura
superficial de PreC es m&s lisa que la de Pp. Luego se
implantaron bajo la piel de ratas y cobayos usando
como controles animales no intervenidos, con
implantacif6n simulada, con tabletas de
talco/colesterol (control positivo) vy con implantes de
silicona (control negativo). Los animales se
sacrificaron a los 7, 21 6 90 dfas. Tambi&n se
colocaron subcut&neamente tabletas de Pp en perros y
cerdos y se estudié la RT a &stas a los 30 dfas. La RT
a Pp y PreC no mostr$ diferencias en rata, pero fue
mis severa a Pp que a PreC en cobayo. La RT fue
granulomatosa a todos los implantes en cobayo, perro,
cerdo y s6lo a talco/colesterol en rata. Ninguno de un
total de 113 implantes fue expulsado. Se concluye que
hay diferencias en la RT a implantes subdérmicos entre
especies y entre implantes, pero ninguno de los
modelos animales remeda el fendmeno de expulsién
observado en humano. No hay una RT especffica a
progesterona. La diferencia de textura superficial
entre los implantes de progesterona se asocla a
diferentes grados de RT en cobayo.

Financiado por IDRC, Canad4
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PRESENCIA DE UROTENSINA IT EN NEURONAS QUE CONTACTAN EL
LIQUIDO CEFATORRAQUIDEO DEL CANAL CENTRAL DE PECES. (Pre
sence of urotensin II in central canal-cerebrospinal
fluid-contacting neurons of fishes). Yulis,C.R., Lede-
ris ,K. Instituto de Histologfa y Patologia, Fac.Medici-
na, Universidad Austral de Chile y Department of Pharma-
cology and Therapeutics, University of Calgary.

6 formas diferentes de urotensina II (UII), presentes
naturalmente en urSfisis de 3 especies de teleosteos (Gi
1lichthys UII, Cyprinus UII,el, B yd*y Catostomus UII A,
B) han sido demostradas. La disponibilidad de anticuer-
pos especificos contra Gillichthys UII que reaccionan
cruzadamente con todas las formas conocidas de la molécu
la, permiti6 el estudio irmunocitoquimico de la distribu
cifn de este péptido en el sistema nervioso central (SNO
de Catostamus commersoni y otras especies de peces. Se
observb la presencia de inmunoreactividad (IR) para UII
en la mayorfa (90%) de las neuronas neurosecretorias cau
dales, en colocalizacién con urotensina I. Estas neuro-
nas proyectan la mayoria de sus prolongacicnes hacia la
urbfisis donde texrminan alrededor de vasos sanquineocs.
Rostralmente a la 6ta. vértebra preterminal se demostr6
la presencia de un sistema sagital de neuronas UII-IR,
localizadas ventralmente al canal central a lo largo de
toda la mé&dula espinal y del bulbo raquidec. Sus dendri-
tas se dirigen hacia el canal central donde algunas de
ellas contactan con el liquido cefalorragquideo (ICR).
Axones arrosariados originados en estas neuronas forman
un plexo medial y un tracto longitudinal bilateral en la
médula espinal. Probables dilatacicnes terminales de es
tos axones fueron encontrados en la superficie ventrola
teral de la médula y en diversas regiones cerebrales.

El sistema descrito de neurcnas que contactan el ICR fue
visualizado incluso, en especies filogenéticamente anti-
guas de peces cartilagineos (Hidrolagus Collei) en los

cuales un sistema caudal neurosecretorio no es evidente.

Financiado por Proyecto S-85-39, Direccifn Investigacibn
U.A.CH. y Alberta Heritage Foundation for Medical Re-
search.

PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE D-XILOSA-(NADP™¥) -DES-
HIDROGENASA DE HIGADO DE CERDO. (Purification and
characterization of D-xylose dehydrogenase from pig
l}ver). Zepeda, S. y Ureta, T. Departamento de Biolo-
gla, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.
1Departamento de Biologia, Universidad de La Serena.

Se ha demostrado la presencia de deshidrogenasas
relativamente especiticas para pentosas libres en algu-
nos tejidos de mamiferos, una de las cuales cataliza la
oxidacidn de D-xilosa a D-xilonolactona (Ureta y Radoif
kovit, FEBS Lett. 9, 57-60, 1970). Esta D-xilosa-NADPT-
deshidrogenasa se ha identificado en higado de cerdo y
degu pero no habia sido purificada ni caracterizada.

D-xilesa-deshidrogenasa se purificd a partir de
citosol de higado de'cerdo mediante un procedimiento
que se resume como sigue: 1. Absorcidn negativa en CM-
celulosa; 2. Precipitacidn con sulfato de amonio entre
40-70% de saturacidn; 3. Cromatografia en DEAE-celulo-
sa; 4. Filtracidn en Sephacryl S-300; 5. Cromatografia
en hidroxil-apatita; 6. Absorcidn en blue 2-agarosa y
elucidon especifica con NADP+. La preparacién final
tiene actividad especifica de 5,9 + 0,7 unidades/mg de
proteina y presenta una banda por_ electroforesis en
poliacrilamida-SDS. El pH dptimo es 7,8. El valor de Km
para D-xilosa es 7,6 mM y para NADP+'O,1 mM. Ademas de
D-xilosa, la enzima puede oxidar L-arabinosa con velo-
cidad maxima menor (50%) y Km ap 8 veces mayor. NAD™ no
reemplaza a NADP™ pero es un inhibidor incompetitivo.
Por cromatografia de exclusidn se encontrd un valor de
Mr de 63.600. Por electroforesis en poliacrilamida-SDS
se calculd un valor de Mr de 33.300, lo que sugiere que
la enzima nativa es un dimero de unidades del mismo
peso molecular. Graficas de dobles reciprocos obtenidas
de estudios en velocidad inicial resultaron en 1lineas
paralelas lo que sugiere un mecanismo ping-pong.

El aislamiento y caracterizacidén de D-xilosa-NADP-
deshidrogenasa permitird la investigacidn de la o las
vias metabblicas de utilizacién de D-xilosa en mamife-
ros. (Financiado por DIB (B-1989-8635) U. Chile).
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POSIBLE ROL EN A. TUMEFACIENS DELﬁl—Z GLUCANO

EN LA OSMOREGULACION. (Posible role in A. tume

faciens of {51-2 glucan in osmoregulation)
Engeles Zorreguieta, Sonia Cavaignac, Roberto
Geremfa y Rodolfo Ugalde.

Instituto de Investigaciones Bioquimicas, Fun-
dacibn Campomar, Buenos Aires, Argentina.

Agrobacterium y Rhizobium sintetizan ﬁl—Z glu-
canos, los cuales se encuentran en el espacio
peripl&smico y en el medio de cultivo. Se ha
descripto (Miller y col., Science (1986) 231,
48) que en medios de alta osmolaridad, A. tu-
mefaciens C58 no sintetiza el glucano. Estos
resultados fueron confirmados utilizando otra
cepa de A. tumefaciens. Mutantes no virglentas
de A. tumefaciens que no sintetizan el $1-2
glucano fueron incapaces de crecer en medios
de baja osmolaridad (19 mosM). El crecimiento
se restauré cuando la osmolaridad fue de 29
mosM. Estos resultados indicarfan una funcién
del glucano en la osmoregulacifn. Se estudid
el sistema enzimdtico de sintesis "in vitro"
del P1-2 glucano con membranas internas de
células que fueron cultivadas a diferentes
osmolaridades. Por otro lado, se estudib el
efecto de distintos osmolitos, ClNa, ClK, sa-
caroga y manitol, sobre la sintesis "in vitro"
del P1~2 glucano.

COMUNICACIONES LIBRES

CULTIVO UNIALGAL DE SCENEDESMUS ACUTUS (MEYER), EN CON-
DICIONES DE LABORATORIO. ZUnialgal culture of Scenedes-
mus acutus (Meyer) under laboratory conditions).
RA. ZGAiga, Laboratorio de Limnologfa, Departamento de
Bot&nica, Universidad de Concepcidn. (Patrocinio: P.
Mancinelli) .

La especie Scenedesmus acutus (Meyer) se aisld de
muestras de agua de laguna Lo Méndez (36, 50' Lat. Sur,
T73,2' Long. W.) hasta obtener un cultivo unialgal.

Las condiciones de cultivo fueron: temperatura de
22° t 3°C; fotoperfodo 12:12; estfmulo lumfnico de
150 LE m™? seg y medio de cultivo Hoagland al 50%. Se
utilizd vasos de cultivo de 500 cc.

El crecimiento se registrd dos veces al dfa median
te el control de densidad Sptica, concentracién de clo-
rofila "a" y recuento de nfimero de células.

Los resultados permiten definir una fase de adap-
tacifn no meyor a 24 horas y una fase de crecimiento
exponencial c.a. T dfas.
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ESTUDIO LIMNOLOGICO EN EL LAGO VILLARRICA. (Limnolo-
gical study of lake Villarrica). Campos, H., Steffen,
W., y Agliero, G. Instituto de Zoologfa, Facultad de
Ciencias, Universidad Austral de Chile.

La troffa de un lago estd relacionada
principalmente con el ingreso de nutrientes, fosfatos
¥y nitratos, que permiten un cambio en la naturaleza
del fitoplancton. Un mayor aumento de nutrientes lle-
varfa por lo tanto a una eutroffa y un ingreso menor
a una oligotroffa. La disponibilidad de nutrientes
estd también relacionada a factores fisicos como luz,
temperatura, turbulencia, que estin a su vez condi-
cionadas por los caracteres morfométricos del lago
¥y su hoya hidrogréfica.

El lago Villarrica pertenece al distrito
de lagos araucanos y en &l hemos estudiado dos ci-
clos estacionales en los afios 1978 y 1979, y 1984
- 1985 investigando el funcionamiento de este lago.
As{ se han obtenido las relaciones existentes entre
los factores morfométricos (volimen, &rea, hoya),
factores fisicos {ciclo térmico, transparencia), fac—
tores quimicos {nutrientes, composicibén iénica, s8li-
dos disueltos y otros) y componentes bioldgicos (fi-
toplancton, productividad primaria, clorofila, zoo-
plancton, bentos y productividad fctica).

Estas investigaciones han revelado que
este lago estd recibiendo un aumento de nutrientes,
especialmente nitrato, relacionado a la accidn del
hombre y que ha ido cambiando su nivel tréfico de
oligotréfico a oligomesotréfico.

Estas investigaciones han sido parcialmente financia-
das por el proyecto RS-83-49 de la Direccién de In-
vestigacién y Desarrollo de la Universidad Austral
de Chile.

INTERACTION OF THE HUMAN THYROID AND GLUCOCORTICOID
RECEPTORS WITH THE GENES OF THE PROLACTIN FAMILY

J. Martial, A. Belayew, M. Mathy, M. Voz, J. Louette,
P. Eliard, J. Barlow, F. Lemiegre, P. Denayer, I.
Economides and G. Rousseau. Laboratoire Central de
Genie GEntique, Université du Leige, D-4000 Lidge,
Belgium, and Unite Hormone and Metabolism 1CP-UCL
D~1200, Brussells, Belgium,

Despite the homology the human growth hormone (HGH),
placenta lactogen (HCS) and prolactin (HPRL) genes have
their transcription regulated differently by tyroid and
glucocorticoid hormones. To investigate their mechanism
of control we have determined whether these genes contain
sites that bind the human glucocorticoid and tyroid
receptors in vitro, For that, we have used a DNA binding
assay.

Two glucocorticoid receptor binding regions were found
in the highgene, One of high affinity in the region of
the first intron and one of low affinity located within
the 290 BP fragment of the 5' flanking DNA. In contrast,
the tyroid receptor only binds with high affinity to the
5' flanking region. These sites identified in the HGH
gene were found in similar locations in the HCS gene.
Within the HPRL gne, the human glucocorticoid receptor
interacted specifically with four non-contiguous regions,
whereas the tyroid receptor complex showed a high-affini-
ty for five different regions. DNA binding of the two
receptor types appeared to depend on the presence of the
hormone, yet antagonist-bound glucocorticoid receptor
was still capable of interacting specifically with the
genes,

In conclusion, this work provides evidence that genes
which are regulated by tyroid or glucocorticoid hormones
contain specific DNA sequences having a high degree of
affintiy for their respective receptors,
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INVESTIGACION BIO-MEDICA EN EL ESPACIO (Bio-medical
research in Space). Feytmans, E.
Department of Biology

University Faculties of Namur. Belgium.

Life, even in its primitive form, has developed in a
gravitational field ; whether gravity represents a
stress to which life had to adapt or whether gravity
is an essential factor without which the ability to
survive will decrease is an open question. Ten years
ago, life-scientists began to investigate the effect
of microgravity and the work had the character of
exploration. Now, the exploration phase has yielded
some of the basic data, and the traditional scientific
interplay of hypotheses and experiments is developing.

We present here a picture of the present research
opportunities as they have emerged from past accom-
plishments, and we give some prospective views of the
problems that can, and should be, investigated.

This 1s done against the background of a brief des-
cription of the Spacelab concept. The ensuing part

is an attempt to present concisely the nature and
scope of the biological and medical problems that

have been brought to the fore by the availability of
the space environment, and also to answer the question
why experiments in space are required for their study.
It is followed by more detailed accounts of research
opportunities in different areas.

INHIBICION DE LA HEXOQUINASA D (GLUCOQUINASA) POR UNA
PROTEINA CITOSOLICA EN PRESENCIA DE FRUCTOSA-2,6-~
BISFOSFATO. (Inhibition of hexokinase D {glucokinase)
by a cytosolic protein in the presence of fructose-
2,6-bisphosphate). Hermann Niemeyer. Departamento de
Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

Después de revisar las propiedades generales de
las denominadas proteinas reguladoras de la actividad

enzimAtica, se examinard la inhibicién de la hexoqui-
nasa D (glucoquinasa) producida por fructosa-2,6-
bisfosfato (Fru-2,6-P_,) en presencia de un factor

obtenido del citosol™ de higado de rata. Diversas
pruebas indican que este factor es una proteina inhibi-
dora cuya interaccién con la hexoquinasa D y otras
hexoquinasas estd modulada por Fru-2,6-P_. La proteina
reguladora de las hexoquinasas fue originalmente reco-
nocida en citosol de higado filtrado en Sephadex
G-25, pero estd presente también en otros tejidos.
Fue purificada parcialmente por no ser retenida en
DEAE-celulosa y por precipitacién con sulfato de amo-
nio entre 30 y 40% de saturacidn. La proteina es
inestable y es estabilizada por el Fru-2,6-P_,. La
inhibicién de las hexoquinasas es dependiente %e la
concentracién tanto de la protefna como del Fru-2,6-
P,. En presencia de una cantidad suficiente de la
proteina como para producir una inhibicién completa
de la hexoquinasa D, la concentracién de Fru-2,6-P

requerida para producir un 50% de inhibicibn es alrede-

dor de 0,5 pM. El peso molecular relativo de la
proteina inhibidora es alrededor de 200.000, estimado
mediante filtracién en columna de Sephacryl. No se

conoce el significado fisiolbgico de esta nueva protei-
na reguladora.

Financiado por el Departamento de Investigacién y
Bibliotecas, Universidad de Chile, y por el Fondo
Nacional de Investigacién Cientifica y Tecnolégica.
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B1OLOGIA MOLECULAR DE LAS HORMONAS DE CRECIMIENTO.
Paladini, Alejandro C., Instituto de Quimica y Fisico-
quimica Bioldagicas (IQUIFIB).

Desde 1921, la hormona de crecimiento ha ocupado a nu-
merosos laboratorios en el mundo, tratando de explicar
su naturaleza quimica y los mecanismos moleculares de
sus miltiples acciones. Es asT que se descubrid que la
hormona de crecimiento no es una {inica entidad sinoque
bajo ese nombre se agrupa una coleccién de protefinas si-
milares que comparten funciones y estdn inmunoldgicamen-
te relacionadas. Este grupo se integra con las prolacti-
nas y los lactégenos placentarios.

Todos los miembros de esta superfamilia son proteinas
formadas por una (nica cadena polipeptidica de aproxima-
damente 200 aminodcidos, con 2 6 3 puentes disulfuro y
extremos libres. Sus estructuras primarias son altamente
homSlagas.

Est3 generalmente aceptado que todos los miembros de
esta superfamilia tienen en comin un gene ancestral que
por duplicacién y evolucién divergente dié origen a los
genes actuales.

En el curso de esta exposicidn se discutird laevolucidn
molecular de estas proteinas sefialandose la aparente pa-
radoja que plantean los lactdgenos placentarios. La su-
tilmente diferente estructura terciaria de estas protei-
nas homdlogas puede explicar la especificidad de especie
que hace que los humanos sélo respondan a la hormona de
crecimiento de su especie. En apoyo de esta hipGtesis se
aportardn datos de movilidad de hidrégenos obtenidos en
nuestro laboratorio asi como abundante informacién inmu-
nolégica y de interaccidn con receptores celulares.

Nos referiremos también a los estudios quimicos de frag
mentacidn de la molécula de 1a hormona en biisqueda de su
posible centro activo asi como a la modificacidn puntual

de amino&cidos especificos y su repercusién en la activi-

dad bioldgica. Se discutird brevemente la posible forma-
cién fisioldgica de péptidos activos a partir de la hor-
mona de crecimiento circulante.

APORTES RECIENTES DE LA BIOTECNOLOGIA EN MEDICINA.
Valenzuela, P. Chiron Corporation, 4560 Horton,
Emeryville CA, 94608 y Departamento de Biologia Ce-
lular, P. Universidad Cat6lica de Chile, Santiaga.

Una de las areas més fructiferas de la revolucifn
biotecnolégice ha sido el descubrimiento y el desa-
rrollo de métpdos de produccion mediante ingenieria
genética de una serie de nuevas proteinas humanas vy
virales con interesantes actividades biolégicas e
immunolégicas.

En esta conferencia se discutiréd el uso de esta tec
nologia en el desarrollo de nuevas vacunas (hepati
tis, herpes, sida). También se discutiré la aplica
cién de esta tecnologia en nuevos conceptos terspéu
ticos que se usarén en variadas 4reas, tales como,
prevencitn del dafic celular por agentes oxidantes,
cicatrizacidn y tratamiento de heridas y fracturas
6seas, coagulaclidn sanguinea, etc.

La discusibn abarcard ademés, recientes resultados
acerca de la estructura y modo de accion de nuevos
factores de crecimiento que, ademas de sus funcig
nes normales estarian relacionadas con la activi
dad de oncogénes y por lo tanto relacionados even
tualmente con el control del céancer.

CONFERENCIAS

STERIC AND HYDRATION FORCES BETWEEN LECITHIN
BILAYERS.

Simon S.A. Departments of Physiology and Anes
theslology, Duke Unlversity Medical Center,
Durham, North Carolina 27710.

The steric and hydration repulsive forces
between lipid bilayers and the deformabitity
of both gel and Viquid crystalline bllayers
have been quantitsted by X-ray diffraction
analysis of osmotically stressed (0 - 2000
stmospheres) liposomes. The bilayer thickness
and ares per lipid molecule remains nearly
constant (to within 4%) in this pressure range
as adJacent bllayers move from the equitibrium
separation and excess water to touching each
other. Arguments will be given to show why
the addition of phosphatidylethanolamine I[s
needed for vesicles fusion and why phosphati-
dylcholine vesicles do not fuse with each
other.
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ESTRUCTURA Y EXPRESION DE GENES

SEASONAL ACCLINATIZATION OF THE CARP  FISH. 18
DIFFERENTIAL BENE EXPRESSION PART OF THE ADAPTATIVE
RESPONSE? (Aclimatacién estacional de la carpa. éla
respuesta adaptativa ieplica expresién  génica
diferencial?). Krauskopf, M,, Aathauer, R., Goicoechea,
0., Ledn, 6., ORate, S., Vera, N.l. and Villanueva, J.
Instituto de Bioquimica and Instituto de Esdbrieclogia,
Universidad Austral de Chile, Valdivia, Chile.

Eurythermal fishes sxposed to seasonal tesperature
variations adapt physiologically by wseans of
compensatory responses. A priae amschanisa wunderlying
the compensatary strategies say be found at the level of
the gene expression process.

We have studied the gene expression behaviour
during the acclisatization of the fish Cyprinmus carpio.
Ultrastructural observations of liver cells show that
cold adaptation leads to a classic segregation of the
nucleoclar cosponents suggesting that RNA pol 1
transcription is seriogusly affected. Susaer carp
isolated hepatocytes are clearly more active in RNA and

protein synthesis when compared to liver cells isolated
from winter fish. In addition, transcription in the
cold season is repressed beyond the level expected

solely froa a decrease in teaperature ( Q,0). More than
just RNA pol 1 medizted transcription could be invalved
in the physialogical adjustment required in connaction
with the asbisnt teaperature. Thus, changes in the tRNA
population occur upon a3cclimatization. Furthermore,
expression of albumin appears ta be also affected,
suggesting that indeed, diferential gene transcription
constitutes part of the compensatory response towards
the teaperature changes. Construction of wmolecular

probes, as well as cytochsaical and iesunchistochemical
analyses are being currently used to asses these
observations. The involveaent of mitochondrial genomic

activity is also being studied using carp atDNA prabes
and RNase-gold complexes.Supported by grants +roa DID
UACH RSB3-52, FONDECYT 1042/85 and Graduate Progras
project of DAS.

REGULATION OF EUKARYOTIC GENE EXPRESSION BY
cAMP. H. Miller, D. Schlichter, J. Williams
and W.D. Wicks, Departument of Biochemistry,
University of Tennessee. Knoxville, TN 37996-
0840 USA.

Transfection experiments have shown that
the regulatory element in three genes subject
to control by cAMP in animal cells is present
in the 5' flanking region just upstream from
the promoter. A consensus 12bp sequence lies in
the middle of the regulatory region and is also
present in other genes subject to control by
cAMP. We have examined the ability of nuclear
extracts from the livers of cAMP-treated and
control rats to bind to restriction fragments
from various regions of one of these genes,
which encodes hepatic PEP carboxykinase(PEPCK).
High affinity,protein dependent, specific bin-
ding was detected by nitrocellulose filtration
of end-labeled fragments containing the putati-
ve regulatory element with extracts from cAMP-
treated rats which was several times that ob-
served with control extracts. A synthetic SOmer
containing the consensus region exhibited simi-
lar differential binding with the nuclear ex-
tracts which could be competed away by unlabe-
led restriction fragments containing the regu-
latory region but not by those which did not.

The factor(s) present in the treated ex-
tracts was found to protect G residues in a
193BP PEPCK fragment from attack by dimenthyl
sulfate just upstream from the regulatory re-
gion. This region has been reported to be cru-
cial for cAMP control in transfection studies
with somatostatin and proenkephalin,consistent
with a possible role for the factor we have
identified.

Supported by NIH Grant GM 31538,

Coordinador: Manuel Krauskopf

THE STRUCTURE AND EVOLUTION OF VERTEBRATE PROTAMINES.
Krawetz, S.A.*, Connor, W. and Dixon, G.H., Department

of Medical Biochemistry, Faculty of Medicine, University
of Calgary, Calgary, Alberta  T2N 4Nl Canada.

A bull Pl protamine cDNA from a bull testis cDNA
library has been isolated utilizing a series of oligo-
nucleotide probes. Sequence analysis showed that the
cloned mRNA insert extended 317 bp to the poly A tail.
Within a 156 bp segment the 51 residue 6750 dalton pro-
tamine primary translated protein is encoded. The
amino acid sequence coded was for a protamine of the Pl
family and is homologous with Pl protamines of other
mammalian sperms. The sequence differs from that pre-
viously reported for bull protamine Pl by the insertion
of a tripeptide CRR at pos. 39-41. Consistent with a
previous hybridization analysis, nucleotide sequence
comparisons showed that trout protamine was more close—
ly related to that of bull than mouse. However, the
bull protamine Pl showed greatest sequence homology
with mouse Pl. A common nucleotide sequence of 30 bp
is conserved between all three of these species.

Primer extension analysis revealed that, as with
trout protamine mRNAs, the majority of the untranslated
portion of the mRNA lies 3' to the coding segment. Com-
parisons of their mRNA secondary structures by computer
modelling indicates that the mRNAs may fold back onto
themselves producing similar, extensively hydrogen bond-
ed, convoluted forms. These models support the view
that translational regulation of protamine mRNA may be,
partially, dependent on secondary structure. Southern
analysis suggests that the bull protamine Pl gene is
not sex-linked and is present as one (or relatively few)
copy within the bovine genome.

(This work was supported by an M.,R.C, operating grant
to G.H.D. *S,A.K. is an AHFMR post—doctoral fellow.)

a~-TROPOMYOSIN GENE ORGANIZATION: ALTERNATIVE SPLICING
OF DUPLICATED "ISOTYPE-~SWITCH EXONS" ACCOUNT FOR THE
PRODUCTION QF SMOOTH AND STRIATER MUSGLE ISOFORMS.
Ruiz-Opazo, N. and Nadal-Ginard, 'B. Section of Mole-~
ular Genetlics, Boston University Medical School and
Dept. of Cardiology, Harvard Medical School, Boston,
MA USA
a-tropomyosin (a-TM) is composed of two subunits with

approximate MW of 33,000 daltons each. This protein in
conjunction with the troponin complex plays a central
role in the Ca” -dependent regulation of muscle contrac-
tion. We have previously isolated and characterized
cloned complementary DNAs (cDNAs) for striated and
smooth muscle a-tropomyosin. These studies suggested
that these two isoforms might be encoded by the same
gene. Here we have determined the complete structure
of the a-tropomyosin (z-TM) gene, establishing that

a single gene with a sequence complexity of 28kb
produces the smooth and striated muscle a-TM mRNA iso-
forms by differential splicing of a set of exchangeable
"isotype-switch exons" involving alternative splicing
pathways. The elucidation of the intron/exon organiza-
tion of a-TM has revealed its evolutionary origin from
a single ancestral gene encoding a discrete actin
binding domain. Most interestingly, the examination

of the intronic sequences has uncovered potential
alternative intramolecular secondary structures (hair-
pin-loop structures) which might be involved in the
tissue-specific expression of the duplicated and
mutually exclusive a-TM "isotype-switch exons.”
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BIOQUIMICA DEL CITOCROMO P-450 Y “STRESS” OXIDATIVO

QUIMIOLUMINISCENCIA DE ORGANOS DE MAMIFEROS (Chemilumi-
nescence of mammalian organs). Boveris, A.

Instituto de Quimica y Fisicoquimica Bioldgicas, Facul-
tad de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos Ai-
res, Argentina.

Los $rganos de mamiferos in gitu presentan una emisién
espont#nea medible gon equipamiento adecuado; esta es,
expresada en cps/cm”; higado, 24 + 2; pulmbn, 12 + &;
cerebro, 60 + 8; nﬁuculo, 13 + 1' e intestino, L1 + 3.
Esta emiliSn refleja el estado estacionario de oxy-radi-
cales del tipo ROO'., Estos radicales originan en reac-
ciones de terminacifn una serie de especies excitadas
entre los que se cuentan '0; y compuestos carbonilicos.
El espectro de emisifn muestra un predominio (>85%) a
longitudes de onda mayores Tue 600 nm, consistente con
la emisifn dimolecular del 0,. La administracisn in yi
vo de DABCO produce un aumento de la emisifn,es depeu—
diente de oxfgeno y se extingue en anoxia; aumenta en
hiperoxia y por administracién de drogas formadoras de
radicales de carbono (Cl4C). El aumento in vivo de la
generacidn de radicales 02 (2) por autocoxidacidn del
wetil viologeno,(b) por activacifn de la xantinoc oxidasa
llevan a aumento de la emisifn, La administracibm previa
de pustancias antioxidantes tipo viteminas A y E o poli-
fenoles disminuye la emisifn iniciada por Cl4C. La defi
ciencia doble en vitamina E y selenio depleciona (90%)
de actividad de glutation peroxidasa del hfgado y causa
aumento de emisiSn y posterior reaccin. Se concluye

que los productos de la reducciBn parcial del oxigeno
producen in vivo centros de reaccifn (radicales libres)
del oxigeno y del carbono que llevan a la formacidn de
compuestos peroxilos y de compuestos excitados. El esta
do estacionario de centros de reaccifn de carbono parece
regulado por el nivel de antioxidantes del tejido.

Con Subsidios de CONICET, SECYT y UBA.

CYTOCHROME P-450 SPIN STATE: REGUL ATION AND
FUNCTIONAL SIGNIFICANCE. G.G. Gibson. Department
of Biochemistry, Division of Pharmacology & Toxicology,
University of Surrey, Guildford, GU2 5XH, England.

Cytochrome P-450 exists as an equilibrium mixture of both
low and high spin forms, the relative amounts of which are
controlled by both membrane components and substrates.
Data will be presented demonstrating - that liver
microsomal cytochrome b.specifically interacts with a
purified phenobarbital-induéed isoenzyme of cytochrome
P-450, forming a tight 1:1 complex (K , = 275nM) in which
the proportion of high spin haemoprotein was increased
from 7 to 30%. This specific interaction between the two
haemoproteins resulted in a decrease in the K, for the
substrate benzphetamine from 111pM to 40pM, q_lkew:se,
the presence of benzphetamine was shown to cause a
decrease in the K, for cytochrome b, binding tao
cytochrome P-450 frgm 275nM ta 90nM. “Furthermore,
from experiments correlating changes in the rate of first
electron reduction (fast phase) with the spin state of the
haem-iron existing at pre-equilibrium, data will be
presented consistent with a model for spin state control of
cytochrome P-450 reduction wherein the high spin form is
preferentially reduced. The above results will be discussed
in terms of the regulation and functional significance of
the cytochrome P-450 spin state.

Coordinador: Lionel Gil

CYTOCHROME  P-450  CATALYZED  BIOACTIVATION OF
ARACHIDONIC ACID (Rol del citocromo P-450 en 1la
bioactivacion del acido araquidonico). Capdevila
J., Snyder, G.D. and Falck, J.R. Departments of
§1'ocﬁem£lstry, Physiology and Molecular Genetics,
UTHSCD, Dallas, Texas 75235 USA.

Microsomal Cytochrome P-450 actively catalyzes
the oxygenated metabolism of arachidonic acid to
generate products that 1include six isometric
cis/trans dienols (HETEs), four regioisomeric
epoxyacids {EETs) as wel) as the corresponding 19
and 20 monohydroxy derfvatives. Reconstitution of
the oxygenase utilizing solubilized and purified
components demonstrates a cytochrome  P-450
isoenzyme regio specific oxygen insertion,

In addition to their vasoactive properties,
the “Epoxygenase" products 5,6-; 8,0-; 11,12- and
14,15-epoxyeicosatrienoic acids are potent and
selective in vitro stimuli for the release of
several peptide hormones such as for ex.
luteinizing hormone, growth hormone, vasopresin,
insulin and glucagon.

Utilizing a combination of GC/MS techniques we
have documented the presence of epoxyacids 1in
samples extracted and purified from rat 1liver,
kidney, brain and pituitaries thus establishing the
Epoxygenase as a new member of the Arachidonate
Cascade.

REGIO AND STEREOSELECTIVITY OF STEROID HYDROXYLATIONS
CATALIZED BY CYTOCHROME P-450 MONOOXYGENASES (Regio y Es
tereoselectividad en las Hidroxilaciones de esteroides
catalizadas por el sistema Citocromo P-450 Monooxigenasas
Gil,L.; Orellana,M. and Valdés,E. Departamento de Bio -
qufmica,Facultad de Medicina,Universidad de Chile.

The wide versatility of the P-450 monooxygenases system
in hydroxylating endogenous and exogenous substrates,
results from the presence of multiple forms of P-450
isozymes.Testosterone (T) is hydroxylated by rat liver
P-450 mainly to positions 2a,68,7x,16a and 178,and
Androstenedione(A) to positions 28,6B8,7c and 16a. Some
of these hydroxylatiaons are catalized by specific P-450
isozymes,thus the identification of some steroid
metabolites is an excellent tool to establish P-450
isozymes contributions to microsomal activities in
different tissues. We have recently published an HPLC
method to quantify the main products of P-450 catalized
(T) oxidations {Analitical Letters 17,883-889,1984). We
have used this method to study the influence of sex and
nutritional status in the expression of (T)and(A) micro-
somal hydroxylases in rat liver. No significant
differences have been found between males and females in
total (T) oxidative activity, but large differences in
the expression of some regio and stereoselective
hydroxylases were observed. Nutritional status effects
deeply total (T) oxidative activity as well as the
expression of some but not all hydroxylases. 7a steroid
hydroxylase (P-450a) which is not modified by nutritional
status might play a key role in the metabolism of
physiological P-450 substrates. These results suggest
that sex and nutritional condition modify the proportion
of some P-450 isozymes in the liver, which might explain
the differences in the activity of some steroid
hydroxylases.
Supported by proyect B: 1970-8635, DIB,U.de Chile and
8025 FONDECYT.
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SOBRE LOS MECANISMOS DE HEPATOTOXICIDAD DEL LINDANC
(On the mechanisms of lindane hepatotoxicity).

Junqueira, V.B.C.", Barros, §.B.M.
Videla, L.A.

* Instituto de Quimica y **Faculdade de Cidncias Far
machtich* Universidade de S3o Paulo, Sao Paulo, )
Brasil. Facultad de Medicina, Universidad de Chile,
Santiago, Chile.

, Simizu, K.* y

Lindane, a pesticide widely used in Brazil, is
metabolized by smooth endoplasmic reticulum cytochrome
P45p-system and is able to induce the synthesis of
enzymes linked to the metabolism of xenobiotc and
endogenous substances. After acute treatment of rats
with lindane, liver steatosis have been observed. This
morphological change seems to be related with lipid
peroxidation, which is proposed as a mechanism to
explain other tissue injuries. Indeed, increased
amounts of liver cytochrome P,5q, as well as, increased
generation of superoxide anion by liver microsomes
were measured and can be associated to the high
levels of hepatic lipid peroxidation. Also, in the
liver of these animals, the activities of superoxide
dismutase and catalase are decreased. This fact can
contribute to exacerbate lipid peroxidatiom, in
addition to the enhanced capacity of the liver to
generate superoxide anion. The glutathione status of
hepatocytes is also altered by lindane as
demonstrated by the increased hepatic and biliary
content of GSSG, with consequent decrease of
cellular and biliary GSH/GSSG ratios. We suggest that
lindane treatment of rats, leads to an oxidative
stress in the liver which can not be overpassed by
the common cellular defense mechanisms.

INFLUENCIA DE LA EDAD SOBRE LOS CAMBIOS EN LIPO
PEROXIDACION (LP) HEPATICA INDUCIDOS POR LA IN-
GESTA AGUDA DE ETANOL (E) EN RATAS. (Age-depen-
dent changes in rat liver lipid peroxidation in
duced by acute ethanol ingestion). VIDELA,L.A.
Unidad de Bioqufmica,Dept.Ciencias Bioldgicas,
Fac.Med.Div.Occidente,Universidad de Chile.
Acute E ingestion is able to induce LP in
the liver of experimental animals. This effect
of E has been shown to be influenced by fasting
GSH depletion,iron overload,previous chronic E
intake and treatment with antioxidants, and
could also be affected by aging in which a free
radical reaction mechanism seems to be involved.
The study of the influence of the age of
the animals (13-53 weeks) on total liver thio-
barbituric acid reactive substances (TBAR) con-
tent showed an increase which is maximal in
rats of 39 weeks of age,followed by a diminu-
tion in the 53 weeks o0ld group, compared to
young animals (13 weeks). In this situation,the
content of hepatic GSH was decreased with aging
while that of GSSG was enhanced in the oldest
group studied. Acute E treatment (5 g/kg for 6
hr) resulted in a marked increase in liver TBAR
in young animals, together with a decline in
GSH content and an enhancement in GSSG. These
changes elicited by E were reduced with aging.
It is suggested that E-induced oxidative stress
in the liver is diminished with aging despite
the progressive decrease in glutathione content
observed in control animals, probably due to a
diminution in the total oxidative activity of
the tissue. In fact, in vivo E metabolism,total
activity of alcohol dehydrogenase and microso-
mal E oxidation declined with age,concomitantly
with a reduction in cytochrome P-450 content
and microsomal functions related to oxidative
free radical reactions (DIB,U.de Chile,B-1860).
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FLAVONOIDS AS CYTOPROTECTIVE AGENTS AGAINST OXIDATIVE
STRESS: EFFECT OF SILYBIN DIHEMISUCCINATE ON LIVER LIPID
PEROXIDATION. Alfonso Valenzuela. Lab. Bioquimica Farma-
coldgica, INTA. Universidad de Chile.

Silybin dihemisuccinate is a water soluble form of
silymarin, a flavonoid extracted from the milk thistle
Silybum Marianum. Silybin has been proved to be an effec-
tive protective agent against the hepatotoxicity of
phalloidin, a-amanitin and carbon tetrachloride. Although
the protective mechanism of the flavonoid has not been
elucidated, it is generally accepted that exerts a mem-
brane stabilizing action preventing or inhibiting lipid
peroxidation. Phenylhydrazine has been known as a
hemolytic and hepatotoxic agent capable of inhibit the
function of liver microsomal cytochrome P-450 inducing
1ipid peroxidation. A single intraperitoneal dose of
silybin dihemisuccinate protects against glutathione
depletion and 1ipid peroxidation induced by the hydra-
zine on a hemoglobin-free rat liver perfusion system,

Liver microsomes are highly sensitive to 1ipid pe-
roxidation when are incubated in the presence of NADPH
and Fe2+-ADP or t-butyl hydroperoxide. In this situation,
the addition of different concentrations of silybin di-
hemisuccinate to microsomes caE+1nh'ibit only 1ipid pe-
roxidation induced by NADPH-Fe<” -ADP, assessed as oxygen
consumption, spontaneous chemiluminescence or malondial-
dehide formation. The Tow inhibitory effect of the fla~
vonoid observed in the t-buty] hydroperoxide induced pe-
roxidation may be explained by the difference in the
free radical species produced during microsomal 1ipid
peroxidation. It is postulated that silybin acts directly
by trapping -OH radicals formed during NADPH-Fel+-ADP mi-
crosomal oxidation being uncapable of scavenge the t-
butoxy free radicals. These properties described for the
flavonoid may be the basis of many of its experimental
and therapeutical effects observed in the treatment of
many liver diseases, were oxidative stress in an impor-
tant component.

HS:pported by DIB. Grant B-2399-8613 and by Dr.Madaus
Co.
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METABOLISMO DE LIPIDOS

INFLUENCE OF BILE ACIDS ON CHOLESTEROL AND
TRIGLYCERIDE METABOLISM IN ISOLATED HEPATO-
CYTES.

Barth, C.A. and del Pozo, R., Institut fUr
Physiologie und Biochemie der Erndhrung,
Bundesanstalt fir Milchforschung, Kiel,
Germany.

In vivo evidence suggests a regulatory in-
fluence of bile acids on liver lipid dynamics.
However, only isolated liver cell systems
allow to determine whether these effects are
exerted by direct influence within the hepato-
cyte (or merely a reflection of interference
with intestinal lipid absorption).

Monolayer cultures proved to be particular-
ly suitable because kinetics and cell biology
of transcellular bile acid transport display
in vivo characteristics (P.N.A.S. (USA) 79,
4985-4987(1982)). 10 pM taurocholate inhibited
HMG-CoA reductase (E.C.1.1.1.34) completely
showing that there is a "direct intrahepatic"
regulation of sterol synthesis by bile acids.

Moreover, 50-150 pM taurocholate inhibited
very low density lipoprotein triglyceride se-

cretion from 30 to 87 % in freshly isolated he-

patocytes within 180 min. Data will be presen-

ted which strongly suggest an interference with
assembly and/or secretion of preformed lipopro-

tein particles. This effect caused by concen-
trations occurring physioclogically in the por-
tal vein, explains the hitherto poorly under-
stood reciprocal relation between bile acid
pool size and rate of secretion and concen-
tration of serum triglycerides.

DRROGAS HIFOLIFPIDEMIANTES, UNA NUEVA
HIFQTESIS SORRE SU MODD DE ACCION. (Hwgro-
liridemic druds. A new hwpothesis on their

mode of action’. RronfsansM. DNerartamento
de BRiologia Celularr Facultad de (iencias
Riolédicasy P.Universidad Catélica de Chile.
4 pesar de aue el clofibratea w sus
otras drodass hirolimi-
demiantes son amrlissente usados en clinicar
en la prevencién de la artericesclerosisy su
modo de acecidén no se conoce. Ararte de su
efecto hiroliridemiantes estos comruestos
rroducen tods una serie de efectos colate-
rales en animales de exrerimentaciéne los aue
inclusen heratomesalisy proliferacitn pero-
sisomal o efectos metabblicos varios.
fdeméss estos compuestos han sido mrosuestos
como un nuevo tiro de canceridencs auimicos.

andlodasy 3s1 como

Recientemente hemos podido demostrar aue
tres drogass hiroliridemiantess el clofibrato
v dos de sus analodoss son activados &
acil-Coenzimo A ticésteres tanto POFP
fracciones microsomales de hidado de rata,
como POr acil~coenzimo A sintetasa srurificadas
a partir de esa fraccitn subcelulars w aue
estos derivados son formados in vivo ror el
hidado. Estos hecho nos ha llevado a
Proroner aue 13 activacién de estas drodas 3
acil~coenzimo A derivados seria 1a etars
fundamental en la accién de estos cosruestos.
En esta exrosicidns se resumirdn las srin-
cirales evidencias exrerimentales aue arowan
esta hirbtesiss aue rermitirfa explicary
simultaneamentes los diversos u disftmiles
efectos metabbdlicos de las drodgas hiroli-
ridemiantes,

{Financiedo por prowecto DRIUC B2/864)

Coordinador: Flavio Nervi

EFECTO DE LOS ACIDOS GRASOS SOBRE LAS PROPIE-
DADES FISICAS DE LAS MEMBRANAS Y LA CINETICA
ENZIMATICA. (Effect of fatty acids on the physical
properties of membranes and the enzyme kinetics).
Brenner, R.R., Soulages, J.L. and Castuma, C.E.

Instituto de Investigactones Biloquimicas de La Plata
(INIBIOLP), UNLP-CONICET, Fac.de Cs.Mé&dicas, Universi-
dad Nac.de La Plata, La Plata, Argentina.

Usando como modelo a la membrana del reticulo
endoplismico del higado de cobaya, se trat§ de investigar
la relaci6bn existente entre la composicién de los S&cidos
grasos de los fosfollpidos constituyentes, las propiedades
dinfimicas y estructurales de los mismos en la membrana
y la cinética de la UDP-glucuronil transferasa. La
modificacibn de la composicibn de los #cidos grasos
se realiz6 con una dieta carente de grasa. Las propiedades
fisicas de la membrana y sus llpidos fueron monitoreadas
midiendo la anisotropfa de fluorescencia del difenilhexa-
trieno, y la polarizacibn de fluorescencia del &cido
parinfrico. En clertos experimentos se usd membranas
microsomales y en otros retfculo endoplfsmico rugoso.
Se observé que la dieta deficiente en grasas modificé
la proporcién relativa de #cidos no saturados y saturados
disminuyendo el araquidénico y el linoleico e incrementando
el oleico. E! fndice de dobles ligaduras fue disminuyendo
pero no se alter6 la proporcibn relativa de los diversos
fosfolfpidos y el colesterol. Los cambios de composicién
fueron acompafiados por disminucién de la difusidn
rotacional y lateral de las membranas y sus Ifpidos.
Correlativamente con  estos resultados la cinética
de la UDP-glucuronil transferasa fue modificada de
no micaeliana a micaeliana, los Kms de las reacciones
componentes fueron aumentados y la velocidad méaxima
disminutlda. En consecuencia la composicién de los &cidos
grasos de la dieta influye en la composicién quimica
del retfculo endoplismico modificando las propiedades
fisicas de la membrana y alterando la cinética de
sus enzimas.

INTERACCION DE PEROXISOMAS Y MITOCONDRIAS EN LA OXIDA-
CiON DE ACIDOS GRASOS EN HEPATOCITOS.
(Peroxisome-mitochondria interaction in fatty acid
oxidation by hepatocytes). Leighton, F., Nicovani, S.,
Manzano, M., Soto, U. y Necochea, C. Departamento de
Biologfa Celular, Universidad CatSlica de Chile, Casi-
11a 114-p, Santiago, Chile.

Existe un nimero creciente de evidencias que sefialan
que los sistemas peroxisomal y mitocondrial interactian
en la oxidacidn de acidos grasos por hepatocitos., Esta
interaccién se observa en la cetogénesis mitocondrial

a partir de acetato y scidos grasos cortos de origen pe-
roxisomal. En el catabolismo peroxisomal de los dcidos
carboxflicos hidrofSbicos que las mitocondrias oxidan
mal, entre estos C22:1, Acidos saturados de cadena muy
larga y &cidos poliinsaturados. En la reoxidacién de
NADH producido en la oxidacidon peroxisomal. En la parti-
cipacién de la palmitoil-carnitina transferasa mitocon-
drial externa en la regulacidn de la funcién peroxisomal
y en la regulacién de la proliferacién peroxisomal indu-
cida por drogas y, finalmente, en el requisito de ATP
de origen mitocondrial para la oxidacién de &cidos gra-
S0s en peroxisomas.

Recientemente hemos establecido que la velocidad de
oxidacidn peroxisomal de &cidos grasos en hepatocitos
aislados depende del contenido en ATP de estas células.
Los inhibidores mitocondriales y otros que reducen los
niveles de ATP, reducen paralelamente la oxidacidn pero-
xisomal mientras que la oxidacién mitocondrial solo se
afecta en condiciones de reduccién severa. No est3 claro
a qué nivel se ejerce este efecto, pero las evidencias
experimentales descartan la activacidn de dcidos grasos.

Estas y otras observaciones indican que tal como se ha
establecido para otros aspectos del metabolismo en célu-
las vegetales, los peroxisomas interactlan con mitocon-
drias también en células animales.

Financiado por proyectos DIUC 79/86 y FONDECYT 1181/85.
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DETERMINANTES INTRAHEPATICOS DE LA EXCRECION BILIAR DE
COLESTEROL (Intrahepatic determinants of biliary choles
terol excretion). Nervi, F., Marinovi&, I., Rigovti, A.
y Ulloa, N. Departamento de Gastroenterologfa, Facultad
de Medicina, Pontificia Universidad Cat8lica de Chile.

El principal factor conocido capaz de modificar la ex
crecién biliar de colesterol (C) es el flujo biliar de
sales biliares. Estudios de este laboratorio han sugeri
do que la canalizacidn metab8lica del C libre a través
de las vias de almacensmiento (C ester) o de excrecifn
del hepatocito (C lipoprotefco, sintesis de sales bilia
res) determinan la cantidad de C disponible para ser ex
cretado a la bilis (B.B.A. 753:164, 83; J. Clin. Invest.
Th:2226, 8L). En este estudio hemos correlacionado las
excreciones biliar y sinusoidal de C en ratas macho Wis
tar alimentados con dietas que aumentan el C biliar
(Diosgenina 1%) o la produccidn. de lipoprotefna VLDL
(Fructosa 30%). Al agregar 30% Fructosa (Fr) a la diets
con 1% Diosgenina (D) el C biliar disminuyd de 595 a 169
nmoles/h/g (p<.00l). E1 flujo biliar, el débito de sales
biliares y el de fosfolfpidos no se modificaron. lLa se-
crecién sinusoidal de C lipoprotefco se estudi8 en el hf
gado aislado. La secrecidn de triglicérido en VLDL aumen
t8 de 95426 a L14+100 nmoles/h/g (p<.001) y la de C de
L7+9 a 90422 nmoles/h/g (p<.02) en ratas alimentadas con
D+Fr. Se aisld ademfs de los perfusados otra fraccién de
d>1.006 g/ml, la secrecidn de C de esta fraccién aumentd§
de 8L+19 a 209+32 nmoles/h/g (p<.001) en el grupo D+Fr.
La sfntesis de sales biliares se midid en los mismos gru
pos con la té€cnica de deplecién del pool de sales bilia-
res. Este par@metro no se modificd. Se concluye que la
canalizacidn metab8lica del C hepético a través de la
vfa lipoprotefca sinusoidal modifica marcadamente la ex—
crecidn biliar de C, independientemente de la excrecibn
de sales biliares. Se sugiere ademds que el pool hepato-
citario de C precursor del C de excrecidn lipoprotefca y
el de excrecién biliar estén metabSlicamente relaciona-
dos a diferencia del pool de C precursor de la sintesis
de sales biliares.
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MECANISMOS DE ACCION DE ENZIMAS:
METODOLOGIA CLASICA, DE FLUORESCENCIA Y NMR

ENZIMAS Y MODELOS QUIMICOS EN LA BIOSINTESIS
DE MONOTERPENOS CICLICOS(Enzymes and chemical
models in the bioaynthesis of monoterpenes).
Cori,0,; Portilla,G. y Rojas,M.C. Depto.Quimi-
ca, Fac, de Clencias, Univ. de Chile.

Las carbociclasas de Citrus limonum catali-
zan la sintesis de monoterpenos monociclicos
(Limoneno) y biciclicos ( y pineno)a partir
de geranilbifosfato(GPP), nerilbifosfato(NPP)
y linalilbifosfato{(LPP). Requieren cationes
bivalentes. 24 2+

Estos mismos cationes (Mn“ , Mg" ) catalizan

la solvélisis no enzimitica de estos tres subs-

tratos con formacién de prenoles e hidrocarbu-
ros ciclicog y aciclicos. El complejo bismeta-
lico (RPP-MZ) es el complejo mas reactivo. la
adicién de un nucleéfilo (N1N3)du lugar ademis
a la formacién de un azido-derivado. Cambios
en el grupo saliente indican un mecanismo de
pares ionicos (R*...OPOPOMZ).

En la formacién enzimatica de hidrocarburos
los unicos substratos son los complejos bisme-
télicos de GPP, NPP o LPP (RPP-M}).

Las carbociclasas forman solamente el hidro-

carburo monociclico limoneno a partir del enan

tiomero S del compuesto ciclico terpinilbifos-
fato. Esto demuestra que los terpenos bicicli-

cos (pinenos) se forman directamente por plega

miento de los precursores aciclicos, probable-
mente en una reaccidén concertada.

Se presentaran datos inéditos de M.Alarcédn y
V.Avalos. Financiado por DIB, Univ. de Chile y
FONDECYT, Chile.

METAL ION ACTIVATION AND ACTIVE SITE STRUCTURE OF YEAST
ENOLASE. Nowak, T.

Department of Cﬁemistry, University of Notre Dame,
U.S.A.

Enolase activation by Mn(Il1) and enolase binding
of Mn(II) and of 2-phosphoglycerate (2-PGA) using EPR
and proton relaxation rate enhancement (PRR) were
measured as a function of pH. At pH > 7.0 steady state
kinetics showed activation and metal inhibition. One
Mn(II) site per monomer was measured but in the
presence of 2-PGA, 3 binding sites are observed. Below
pH 6.6, Mn(I1) inhibition weakens and disappears and
only 2 Mn(11) binding sites are observed. The third
site must be inhibitory, Binding sites 1 (Kp=0.7-2.1
uM) and I1 (Kp=9-60 uM) are nearly pH independent from
pH 7.5 to 5.2, Activation by Mg(II) elicits a higher
V_ and has a greater K_' than with Mn(Il), Kinetics at
subsaturating Mg{I1) with the addition of micromolar
Mn{I1) shows a hyperbolic decrease in activity to yield
a specific activity as observed with only Mn(Il), An
EPR study shows only one Mn(II) site per monomer,
Kp=5.4 uM, in the presence of 2-PGA and 0.5 mM Mg(II),
PRR titration studies with 2-PGA or with inhibitors
indicate that the Mn(Il) binds at site I while Mg(II)
resides at site (II). Occupancy at site I, the
catalytic site, determines the turnover rate, Both 31p
and “H NMR studies of E.Mn.S and E+Mn.Mg.S complexes,
where S is substrate or inhibitor, confirm this,

The epoxide derivative of phosphoenolpyruvate
(PEP) was synthesized and found to be an inhibitor of
enolase but inhibition is reversed by hydrolysis at
room temperature, Kinetics of inhibition and product
identification are consistent with an active site
carboxylate. Treatment with the phosphate derivative
ferrate yields loss of activity with loss of 2 arg per
monomer, In the presence of 2-PGA only 1 arg is
lost. Binding studies of Mn({Il) and 2-PGA to modified
enolase suggest modification at the active site.

This research is supported by NIH Grant AM17049,

Coordinadores: Emilio Cardemil, Octavio Monasterio

ESTRUCTURA Y MECHANISMO DE LA ENZIMA GABA TRANSAMINASA
Jorge E. Chruchich, Departamento de Bioquimica,
Universidad de Tenn, Knoxville, Tenn, USA

La enzima aislada del cerebro contiene una molecula
de cofactor por dimero de proteina.

Estudios hidrodinamicos demonstraron que la enzima
de un peso molecular de 100,000 posee un tiempo de
correlacion de 65 nanosequndos. Usando resonancia
magnetica nuclear se demostro que la senal del cofactor
no cambia cuando el pH se varia de 6 a 7.5.

El gupo fosfato del cofactor esta en contacto con
amino acidos de carga positiva. La sequencia de un pep~
tido del centro activo ha revelado que el cofactor esta
unido a una region de la enzima cuya sequencia es
diferente de la sequencia de la aspartato aminotrans-
ferasa.

La reaccion de la enzima con los substratos 3-
alanina y 4-aminobutirato fue estudiada usando tecnicas
espectrofotometricas. Los parametros KCAT y Km fueron
determinados usando metodos cineticos clasicos. La
constante de primer grado correspondiente a la conver-
sion de piridoxal-5-P a piridoxamina-5-P fue deter-
minada usando tecnicas espectrofotometricas rapidas. Se
encontro que Kl es identica a KCAT. La cinetica de 1la
reaccion de la enzima con gabaculina, un imhibidor
especifico, fue estudiada con metodos espectroscopicos.

TIROSINQUINASAS EN ORGANISMOS FOTOSINTETICOS.
(Tyrosine kinases in photosynthetic organisms). Vallejos,
R.H.

Centro de Estudios Fotosintéticos y Bioqufmicos (CONI-
CET, F.M. Lillo, Universidad Nacional de Rosario} Suipa-
cha 531, Rosario, Argentina.

La regulaci6n metabSlica por fosforilaci6n-desfosfori-
laciébn de enzimas es un mecanismo bien conocido y de
creciente complejtdad. Recientemente se ha encontrado
en tejidos animales un grupo de proteinquinasas que fos-
forilan especificamente en tirosina y que estSn asociadas
con la regulacién del crecimiento celular y con oncoge-
nes. Algunas protefnas transformantes retrovirales son
tirosinquinasas y hay homologfa en su secuencia con los
receptores de insulina y EGF,

L. Holuigue estudi6 la fosforilaci6bn de protefnas en
la bacteria fotosintética Rhodospirillum rubrum. Analizan-
do los fosfoaminoficidos presentes encontr§, trabajando
junto con H.A. Lucero y M. Torruella, la presencia de
fosfotirosin protefnas tanto en experimentos in vitro uti-
lizando ATP (y-P”z) como en experimentos in vivo usando
Pi32 . La existencia de tirosinquinasa(s) en R.rubrum fue
confirmada utilizando sustratos ex6genos y mediante la
purificacién parcial de un extracto libre de células por
cromatograffa de afinidad.

Comprobada la existencia de tirosinquinasas en una
bacteria fotosintética nos preguntamos si estarfan presen-
tes también en plantas superiores. El uso de sustratos
exbgenos especfficos para tirosinquinasas nos permitié
comprobar su actividad en pléntulas de arveja. La purifi-
cacién por electroforesis de fosfopolipéptidos seguida del
anélisis de fosfoamino&cidos corrobors su presencia.

Resultados recientes obtenidos por M. Torruella han
permitido caracterizar cinéticamente la tirosinquinasa(s)
de arveja e ideatificar a uno de los sustratos endbgenos
como un polipéptido de 58,5 kDa mediante el uso de anti-
cuerpos anti fosfotirosina.
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ORGANIZACION DEL METABOLISMO

MEASUREMENTS OF TIME PATTERN CONVERSIONS IN
GLYCOLYSIS. Markus,M., Miller,S.C. and Hess,B.
Max-Planck-Institut fir Erndhrungsphysiologie,
Rheinlanddamm 201, D-4600 Dortmund 1, FRG

Theoretical work [1,2] has shown that glycoly-
sis acts as a converter of one time pattern
into another: a constant substrate input flux
brings about a constant or a periodic response,
while a periodic input flux yields different
types of periodic, quasiperiodic and chaotic
responses.

Measurements were performed with glycolyzing
yeast extracts. As input, glucose was injected
using a cémputer controlled pump. As response,
the fluorescence of NADH was recorded. A con-
stant input flux yielded constant or periodic
responses as expected. For a sinusoidal input
flux, 104 response traces were measured at dif-
ferent input amplitudes and frequencies. 74 of
these responses were periodic, the periods
being 1,2,3,4,5,7, or 9 times the input period.
19 responses were quasiperiodic (sums of perio-
dic oscillations). 11 responses were chaotic,
i.e. oscillations were obtained having unpre-
dictable amplitudes and frequencies. Several
techniques, including stroboscopic plots and
determination of the maximum Liapunov exponent,
were applied to show that these responses were
indeed chaotic.

Regions containing the different types of re-
sponses could be outlined on the plane defined
by the input amplitude and the input frequency.
The location of these regions is in good agree-
ment with the theoretical predictions.

{1) Markus, M. and Hess, B., Proc.Natl.Acad.Sci.

USA 81, 4394-4398 (1984)
[2] Markus, M. and Hess, B., Arch.Biol.Med.Exp.
18, 261-271 (1985)

AMBIQUITOUS ENZYMES: A DYNAMIC ASPECT OF CELLULAR
ORGANIZATION, John E., Wilson, Department of
Biochemistry, Michigan State University, East Lansing,
Michigan 48824 U.S.A.

Cellular location (e.g., "mitochondrial®, "nuclear",
etc.) is sometimes thought of as an invariant property
of enzymes, or more generally, of proteins. Though in
many cases such a static view is warranted, in others
it clearly i1s not, and the disposition of a protein
within the cell has been found to be influenced marked-
1y by the status of cellular metabolism. It now appears
that physical translocation of macromolecular compo-~
nents should be considered as an important factor in
regulation of a number of wmetabolic processes. The word
"ambiquitous" has been suggested to denote those en~
zymes whose intracellular distribution may vary in re-
sponse to altered cellular metabolism. Brain hexokinase
has been proposed as one example of an ambiquitous en-
zyme. Originally, the enzyme was envisaged to vary in
its distribution between a mitochondrially-bound form
and a cytoplasmic location, the mitochondrially-bound
form being more active and hence change in intracellu-
lar distribution being a regulatory mechanism. Though
the essentials of this original proposal may be cor-
rect, the actual situation now appears to be somewhat
more complex, and extensive release of the enzyme into
the cytoplasmic compartment probably does not occur
under normal circumstances. However, more marked move-~
ment between cellular compartments has been observed
with several other enzymes (e.g., CTP: phosphocholine
cytidyltransferase, protein kinase C) and thus the con~
cept of ambiquitous behavior merits continued considera-
tion as a potential regulatory mechanism in cellular
metabolism. A conceptually analogous situation is the
movement of glucose transporters between the plasma
membrane and intracellular reservoirs, which appears to
be of significance in governing glucose tranaport capa~
bility in certain tissues., (Work with brain hexokinase
has been supported by NIH Grant NS09910).

Coordinador: Tito Ureta

THE ORGANIZATION OF GLYCOLYSIS, (Organizacién de la
glicélisis). Ureta, T. Departamento de Biologfa, Fa-
cultad de Ciencias, Universidad de Chile.

A fair amount of data exists purporting to show
that most glycolytic enzymes do not float freely in
the cytoplasm. Instead, the enzymes seem to be
reversibly bound to specific proteins of the cyto-
plasmic matrix or of some membranes. Experiments
from several laboratories which show that aldolase,
phosphofructokinase and glyceraldehyde 3-P dehy-
drogenase (among other enzymes) are reversible bound

to muscle actin will be described. Also, the
reversible binding of glyceraldehyde 3-P dehy-
drogenase, phosphofructokinase and phosphoglycerate

kinase to protein Band 3 of red cell membranes, will
be summarized. The functional significance of these
interactions, as shown by the fact that several
relevant metabolites can affect the binding and also
by observations that allosteric properties may differ
in the free, as opposed to the bound enzyme, will be
given apecial emphasis.

A few observations from the author's laboratory
will be presented: in the frog oocyte isotopic
dilution by hexose phosphates of glycogen deposition
is observed only if labeled glucose is supplied as
extracellular substrate as opposed to microinjected
glucose, in which case no isotopic dilution by hexose
phosphates occur. Thus, the mode of entry of glucose

affects the intracellular path to be followed
suggesting extensive compartmentation of glucose
metabolism. (Supported by Departamento de Investiga-

cibn y Bibliotecas, Universidad de Chile).
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NEUROBIOLOGIA

EL AMBIENTE MEMBRANACEO DEL RECEPTOR COLINERGICO NICO-
TINICO (The membrane environment of the nicotinic
acetylcholine receptor) Barrantes, F.J.

Instituto de Bioquimica, Universidad Nacional del Sur
y CONICET, 8000 Bahfa Blanca, Argentina.

In spite of the wealth of biochemical and electrophysio-
logical data which have made the acetylcholine receptor
the best characterized neurotransmitter receptor pro-
tein, the 1ipid matrix in which the latter is embedded
has received much less attention.

Biochemical and biophysical studies conducted in our
laboratory are aimed at defining the structural and
dynamic properties of the AChR membrane. Lipid composi-
tional studies have been conducted in three Torpedinidag
species in parallel with metabolic studies using radio-
labelled precursors. Unsaturation is characteristically
found in most major phospholipids, except for phosphati-
dylcholine. Long-chain polyunsaturated fatty acids cons-
titute more than 50% of the population. Among these,
docosahexaenocate makes up more than 70% in T. marmorata.
Nitroxide spin labels of stearate (the major fatty acid
in PC), as well as cholesterol- and phospholipid-spin
probes sense fluid and immobilized lipid populations in
AChR membranes. Lipid lateral diffusion appears to be a
free process as sensed by fluorescence photobleaching
recovery techniques, a property which probably reflects
the above-mentioned compositional features of the mem-
brane. Extraction of non-receptor, peripheral proteins
is accompanied by depletion of certain minor phospholi-
pid classes, a process which is manifested in changes of
AChR dynamic properties: lateral diffusion, rotational
correlation time (as measured by phosphorescence aniso-
tropy decay), and distribution of the molecule in the
plane of the membrane. The bulk physical properties of
the AChR membrane lipids can account for the modifica-
tions of the AChR dynamic properties; the exact nature
of the protein-lipid interactions remains to be explored.

BIOSINTESIS Y EXPRESION DE GANGLIOSIDOS DURANTE LA DI-
FERENCIACION NEURONAL (Biosynthesis and expression of

gangliosides during neuronal differentiation).

Maccioui H.J.¥., Panzetta P. vy Landa C.A,

CIQUIBIC (UNC-CONICET) Facultad de Ciencias Ouimicas,

Universidad Nacioanl de CBrdeba, 5016 C8rdoba, Argen-—

tina.

Los gangli8sidos (G) son un grupo heterogéneo de
1ipidos ricos en carbohidratos y que contienen d#cido
siflico. Est8n presentes en las membranas celulares de
cordados y particularmente concentrados en el Sistema
Nervioso Central (SNC). Se los ha involucrado em la re-
gulaci8n del ciclo celular, en interacciones celulares,
transformacién y regeneraci®n celular, etc., pero el
rol biolégico no est® establecido. Durante el desarro-
1llo embrionario del SNC de aves y mamiferos los oligo-
sacdridos de los ganglidsidos cambian. Mientras que en
estadios tempranos el oligesaclrido al cual se unen los
dcidos sidlicos es un residuo lactosil (G simples), en
estadfos avanzados es un residuo galactosil-N-acetilga-
lactosaminil ~ lactosil (G complejos). Estudios realiza-
dos en retina de embrion de pollo en nuestro laborato-
rio indican que el cambio mencionado a) resulta de la
modulacifn durante el desarrollo de la actividad de G
glicosiltransferasas claves que determinan la disminu-
cidn de G simples y el aumento de G complejos; b) es
reproducible en retinas o c@lulas retinales de embrioned
tempranos "desarrolladas” en cultivo; d) ocurre en cé-
lulas neuronales; d) esti determinado tempranamente;

e) es independiente de contactos celuldres histotipicos
y del aporte continuo de factores embrionarios; d) es

contemporaneo con la transicifn entre el estado proli-

ferativo y no proliferative de las neuronas retinales.

Se considera posible que la aparicidn de gangliSsidcs

complejos en la membrana neuronal contribuya al mante-

nimiento del estado diferenciado de las células neuro-

nales.

Coordinadores: Hugo F. Maccioni, Fernando Orrego

DOMINIOS LIPIDICOS EN LA INTERACCION DE LA ACETIL =
COLINESTERASA CON LA MEMBRANA PLASMATICA NEURONAL
(Lipidic domains in the interaction of acetylcholi~
nesterase with the neuronal plasma membrane).
Inestrosa, N.C. Grupo de Neurobiologia Molecular.
P. Universidad Catblica de Chile, Santiago.

Las proteinas integrales de membrana estdn an =
cladas a ella por interacciones entre la bicapa 1li-
pidica y secuencias de aminodcidos hidrofébicos lo-
calizados en los extremos COOH o NHp~ terminal. Es-~
tudios recientes indican, sin embargo, que algunas
proteinas usan dominios lipidicos para anclarse a
la membrana (VSG del T, brucei; Thy-1; Acetilcoli =
nesterasa (AChE)).

En el caso del dimero de la AChE del drgano
eléctrico de Torpedo, éste puede ser liberado de la
membrana por una fosfolipasa ¢ especifica para fos=—
fatidil inositol (PI) y luego de ser purificado tie
ne en su C-terminal un dominio lipidico de 3 kDa,
rico en etanolamina, glucosamina, PI y Acidos gra =
sos saturados y no saturados.

En el cerebro de los vertebrados, las formas te
traméricas de la AChE son las mds abundantes, sin
embargo éstas no son liberadas por fosfolipasa c.
Esto nos llevd a marcar el dominio de la enzima qug
se asocia a la membrana, con un reactivo de afini -
dad iodinado que al ser fotooxidado se une a las
regiones hidrofébicas de la AChE., Se ha estableci=
do la presencia de un fragmento de 7 kDa que contie
ne &cidos grasos pero no PI glucosamina y etanola =
mina.

Podemos concluir que la AChE dependiendo del es
tado molecular en que se encuentre (dimero o tetrd
mero) usa para su interaccidn con la membrana neu=
ronal dominios lipidicos distintos.

Financiado por FONDECYT (1015/85) y NIH (NS-16577).

ASPECTOS MOLECULARES DE LA "ANSIEDAD": n-BUTIL § CARBO-
LINA 3 CARBOXILATO, UN LIGANDO ENDOGENO DEL RECEPTOR A
LAS BENZODIAZEPINAS (Molecular aspects of 'anxiety':
n-butyl Q carboline 3 carboxylate, an endogenous ligand
of the benzodiazepine receptor). Medina, J. H., Pefia,
C., Novas, M.L., Paladini, A.C., De Robertis, E.
Instituto de Biologia Celular, Facultad de Medicina (UBA):
Paraguay 2155 e Instituto de Quimiga y Fisicoquimica
Bioldgicas (UBA-CONICET), Facultad de Farmacia y Bioqui-
mica, Junin 956, Buenos Aires, Argentina.

El cerebro de los mamiferos contiene sitios recepto-
res especificos para benzodiazepinas (BDZ) que median
las acciones ansioliticas, anticonvulsivantes, sedati-
vas y miorrelajantes de estas drogas. La existencia de
sustancias endégenas que interactidan con los receptores
BZD en condiciones fisiolégicas ha sido una cuestién de
creciente relevancia bioldgica y fuente de considerables
especulaciones, particularmente en relacién con su pro-
bable participacibén en la fisiopatologia de la "ansiedad".

Recientemente, a partir de cerebros bovinos hemos ais,
lado, purificado e identificado al n-butil @ carbolina
3 carboxilato (BCCB) como un componente natural y genui-
no del SNC. Este compuesto presenta las siguientes pro-
piedades y caracteristicas:

1. Compite especifica y selectivamente por los recepto-
res BDZ (Ki = 3 nM) (Proc.Natl.Acad.Sci, USA 83:4952,1986)
2. Su administracibén intraperitoneal (30 mg/kg) o intra—
cerebroventricular (40 pg) a ratones disminuye el umbral
a las convulsiones inducidas por dcido 3 mercaptopropiénico.
Este efecto proconvulsivante es bloqueado por el antagonista
especifico de BDZ RO 15-1788.,

3. En el test conductual de actividad exploratoria en un medio
ambiente desconocido posee efectos opuestos (dosis dependiente)
a aquellos provocados por la administracién de BZD.

4, Sus niveles aumentan selectivamente en la corteza ce-
rebral de animales sometidos a una situacién aguda de
stress, Este incremento se previene con la administra-
cidén previa de diazepam.
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GLUTAMATE AS A BRAIN CORTEX NEUROTRANSMITTER.
Orrego, F., Miranda, R., Doria de Lorenzo, M.C.
Rivercs, N., Fiedler, J. and Villanueva, S.
Taboratory of Neurochemistry, Dept. of Physio-
logy and Biophysics, Faculty of Medicine, Uni-
versidad de Chile.

We first studied, in 1975, whether exoge-
nously added 3H-glutamate (Glu) could be re-
leased by selective electrical stimulation of
rat brain cortex slices in vitro. The results
were negative, possibly because exogenous Glu
is taken up mainly by glial cells. Similar re
sults were obtained later, when endogenous Glu
was labelled with 14C-U-glucose, probably be-
cause of insufficient labelling of the trans-
mitter pool. We then turned to study the pre-
sence of excitatory substances in isolated, pu
rified brain cortex synaptic vesicles (SV) ,
and found that they contain substantial amounts
of an endogenous ligand for kainic acid (KA) re
ceptors. Such ligand was found to be glutama-
te. Next, using highly purified SVs, and a sen
sitive radjoreceptor assay for endogenous Glu,
that uses high specific activity 3H-KA as a 1i-
gand, we were able to estimate that each single
glutamatergic brain cortex SV, contains 3600
Glu molecules, This value compares well with
the number (6,000) of acetylcholine molecules
in a quantum.

These findings, taken together with the pre-
sence of well defined glutamate receptors in
the brain cortex, provides firm proof that Glu
is a bona fide cerebrocortical neurotransmi-
tter.

Supported by Projects DIB B 1590, Univ. de Chi-
le; and Fondecyt N° 1018,
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ENFERMEDAD DE CHAGAS:
BIOQUIMICA DEL TRYPANOSOMA CRUZI

HETEROGENEITY OF T cruzi SURFACE ANTIGENS DE-
TECTED BY MONOCLONAL ANTIBODIES. Alves, M.J.M., Abuin,
G., Gongalves, M.F., Kuwajima, V.Y, and Colli, W

Departamento de Bioquimica, Instituto de Quimica, Uni-
versidade de S3o Paulo, CP 20780, S#o Paulo, Brasil.

Qualitative and quantitative heterogeneities were
detected on the surface of several strains and clones of
epimastigote forms of T.cruzi as judged by their aggluti
nablllty with lectins and a monoclonal antibody that rec
ognizes two surface polypeptides of molecular weight
55,000 and 59,000. Two other monoclonal antibodies, spe-
cific for the trypomastigote stage which partially in-
hibit (50-70%) T.cruzi invasion of cell monolayers and
recognize a surface glycoprotein of molecular weight
85,000 (Tc-85), were also able to immunoprecipitate, fram
metacycllc trypomastlgotes three polypeptides with mole
cular weights different from 85,000 (82,000 - 78,000 -
74,000) thus showing a varlabllity in the molecular size
of Tc-85.

Such phenotypic heterogeneity displayed on the sur-
face of T.cruzi could be a reflection of a genetic heter
ogeneity in the parasite populations. However, some of
the variations observed could be explained by modulation
of antigen expression due to particular physiological
conditions. Differences in molecular weight could also
be due to post-translational modification of proteins
and/or to highly antigenic epitopes common to otherwise
completely different proteins.

Supported by UNDP/World Bank/WHO, FAPESP, CNPqand FINEP.

FERMENTACION AEROBICA DE LA GLUCOSA POR AMASTIGOTES DEL
TRYPANOSOMA CRUZI DURANTE EL CRECIMIENTO Y DIFERENCIA-
CION A EPIMASTIGOTES (Aerobic glucose fermentation by
Trypanosoma cruzi amastigotes during growth and dif-
ferentiation to epimastigotes). Engel, J.C., Franke de
Cazzulo, B.M., Stoppani, A.0.M., Cannata, J.J.B. ¥y
Cazzulo, J.J.

Instituto Nacional de Diagndstico e Investigacidn de la
Enfermedad de Chagas "Dr. Mario Fatala Chaben", Ministe
rio de Salud y Accidn Social, Argentina; Instituto de
Investigaciones Bioquimicas, Fundacifn Campomar; Cite-
dra de Quimica Bioldgica, Facultad de Medicina, Univer-
sidad de Buenos Aires y Centro de Investigaciones Bio-
energ8ticas, CONICET, Argentina.

Los amastigotes de cultivo axénico de Trypanosoma cruzi
desarrollados. a 28°C, alcanzan la fase estacionaria des
pués de dos generaciones, se diferencian a epimastigo-
tes y en ese momento reanudan el crecimiento. Los amas-
tigotes fermentan la glucosa hasta succinato y acetato
y no excretan NHj3; presentan actividades altas de hexo-
quinasa y PEP-carboxiquinasa y muy baja de citrato sin-
tasa. El citocromo o estd ausente y el citocromo tipo

b estd presente en muy bajo nivel. Los amastigotes ca-
tabolizan la glucosa y producen succinato y acetato a
velocidades considerablemente menores. Presentan nive-
les mi3s bajos de hexoquinasa y PEP-carboxiquinasa y mu-
cho mis altos de citrato sintasa y citocromos oy tipo
b. Excretan NHy al medio, lo cual es indice del catabo-
Tismo de amino &cidos. Estos resultados sugieren que
los amastigotes tienen un metabolismo esencialmente
glucolitico, y que adquieren la habilidad de oxidar sus-
tratos como los amino Acidos solo después de diferenciar
se en epimastigotes.

Coordinadores: Juan J. Cazzulo, Norbel Galanti

ACTIVIDADES PROTEOLITICAS EN TRYPANOSOMA CRUZI
(Proteolytic activities in Trypanosoma cruzl).
Cazzulo, J.J. y Bontempi, E.

Instituto de Investigaciones Bioquimicas Fundacidn
Campomar e Instituto Naclonal de Diagndstico e
Investigacidn de la Enfermedad de Chagas "Dr. Mario
Fatala Chaben", Buenos Aires, Argentina.

Trypanosoma cruzl contiene actividad proteolitica
sobre dlversos sustratos, emtre ellos proteinas
solubles del proplo pardsito. Hemos purificado
hasta homogeneidad proteica, a partir de epinasti—
gotes de la cepa Tulahuén 2, una proteasa 3cida,
que degrada sercalbimina bovina, hemoglobina y pro-
tema soluble de T. cruzi (pH 6ptimo de 3 a 4) y
caseina (pH optimo de 5). La enzima es una gli-
coproteina monamérica, de peso molecular 60,000,
que es retenida por Con A-Sepharcsa y eluida con
K-metil-D-mandsido y ol -metil-D-glucdsido. Es
fuertemente 1nhibida por reactivos de tiocles
(fluorescein mercurlacetato y p-cloramercuribenzoa-
to), tosil 1isil clorametil cetona y leupeptina; el
fenilmetilsulfonil fluoruro y el EDTA no la afec-
tan. El A& -mercaptoetanol y el glutation reducido
activaron la proteasa y revirtieron la inhibicidn
por organamercuriales. la enzime es particulada,
con wna latencla del 40% en fracclones obtenidas
por mortereado, y presenta un perfil de solublliza-
cién por diglitonina similar al de la ol-manceidasa.
Los datos experimentales sugleren que se trata de
una proteasa lisosomal, con propledades similares a
las de la Catepsina B.

ACCION DE JUSTANCIAS TRIPANOCIDAS SOBRE SINTESIS DE
PROTEINAS "IN VITRO" EN TRIPANOSOMATIDOS. (Effect
ot trypanocidal dpugs on protein biosynthesis "in
vitro" by trypanosomatids). Gonzdlez, Nélida S. y
Cazzulo, Juan José.

Instituto de Investigaciones Bioquimicas "Fundacién

Campomar" y Facultad de Cienclas Exactas vy
Naturales. Univ. de Buencs Aires (Argentina).
Las drogas tripanocidas efectivas contra el

Trypanosaoma cruzi usadas actualmente en el trata-
ento Ta enfermedad de Chagas, son dos
nitroheterocicloderivados: nifurtimox (Np) y berz-
nidazol (B,). Stoppani, Richle y col., han
demostrado que, entre otros efectos, estas drogas
irhiben la incorporacién de precursores a macro-
moléculas (DNA, RNA y proteinas) "in vivo'.

Hemos estudiado el efecto & drogas tripanocidas
en la sintesis proteica "in vitro®. Para ello se
aislan polisomas, enzimas activantes y factores
tanto de T. cruzl comc de Crithidia fasciculata
cosechados en fase exp%’xencial temprana, midiendose
1la incor'poracion de S3P-metionina a material inso—
luble en &cido triclorocacético, en ausencia o pre-
sencla de la droga. Tanto N como fueron
inactivos hasta una concentracién de 0.8 mM. En
cambio, otras drogas efectivas contra la tripancso—
miasis africana, pero no contra la enfermedad de
Chagas, como Berenil (Be), Antrycide (Ant) y
Suramina (S) fueron fuertemente inhibitorios a con—
centraciones mis bajas (0.2 mM).

Paralelamente se estudld el efecto de esas
sustanclas en la distribucién polisomal de lisados
obtenildos en presencla de las drogas. En este caso,
Nf y By promovieron la degradacitn de polisomas, no
asi Be, Ant y S. Estos resultados sugleren que Nr y
B, no tienen efecto prima.r'io sobre la sintesis de
protemas sino que alterarian algin otro evento
metabdlico indirectamente relacilonado.




SIMPOSIOS

EFECTOS DE ANTIOXIDANTES QUIMICOS SOBRE EL CRECIMIENTO

Y LA CADENA RESPIRATORIA DEL TRYPANOSOMA CRUZI. (Effects
of chemical antioxidants over the growth and the
respiratory chain of T. cruzi).

Morello, A., Aldunate, J., Ferreira, J., Repetto, Y. y
Letelier, M.E. Departamento de Bioquimica y Quimica.
Facultad de Medicina. Universidad de Chile. Casilla
70086 Santiago - 7 Chile.

La enfermedad de Chagas es causada por ei protozoo
T. cruzi. Este mal es endémico en Centro y Sudamérica;
en Chile afecta aproximadamente a 400 mil personas.

Las drogas actualmente en uso no son satisfactorias.

El estudio de ias diferencias bioqufmicas entre parési-
to y huésped ha contribuido a explicar el modo de accidn
de drogas en uso y experimentales.

Se realizaron experimentos con epimastigotes intactos
de Y. cruzi (cepa Tulahuen). Los antioxidantes usados
fueron tert-butil-h-hidroxianisol (BHA), 2,6-di-tert-bu-
til-p-cresol (BHT), &cido g&lico y sus propil y metil és
teres, catequina y &cido ascérbico.

El BHA y el BHT fueron los mejores inhibidores del cre
cimiento de T. cruzi a concentraciones bajo 0,5 mM, se-
guidos por el &cido g8lico y sus ésteres y la catequina.
€1 &cido ascérbico no tuvo efecto.

El consumo de oxTgeno de epimastigotes fue inhibido en
un 90% por 1 mM BHA o BHT. El &cido g&lico y sus é&steres
inhibieron el consumo en menor proporcién. Al estudiar
los cambios de los niveles redox en la cadena respirato-
ria (NAD(P), citocromos b, ¢ y a) por efecto de estos in
hibidores se comprobé que el NAD(P) se redujo y todos
los citocromos se oxidaron, Esto indicarfa que estos com
puestos qufmicos actGan inhibiendo la cadena respirato~
ria en el segmento NAD(P)-citocromo b.

Experimentos realizados con tripomastigotes de Trypano
soma brucei indican que BHA inhibe el consumo de oxfgeno
y actuarfa en forma similar a como lo hace sobre T.cruzi.
Financiado por UNDP/WB/WHO/TDR, por CONICYT-CHILE y
por la Universidad de Chile {grant. B-1854).
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ENSENANZA DE LA BIOQUIMICA I

ORGANIZACION DE UN SISTEMA DE DIVULGACION CIEN-
TIFICA MASIVA (Organization of a system for
providing scientific information to the general
public). Belocopitow E.
Centro de Divulgacidn Cientifica y Técnica.
Sede: Instituto de Investigaciones Bioquimicas.
Patricias Argentinas 435. 1405 Buenos Aires.
Se encara la concientizacién de los argentinos
sobre Ta necesidad de un mayor uso de la cien-
cia y su producto, la tecnologfa. Se propone
Ta introduccidon de esta temdtica en los medios
de comunicacidn social (Diarios, revistas, ra-
dio y TV) en forma intensiva. Se concluyd que
el mejor hacedor de la informacidn a introdu-
cir en dichos medios, seria una simbiosis, de
investigador cientifico, quien proveeria la
informacién, y de periodista quien la procesa-
ria para hacerla entendible, atractiva y ca-
paz de penetrar en los medios masivos.

Esta asociacidn de investigador cientifico y
periodista operaria en las instituciones en
que desarrollan su trabajo los investigadores,
las que normalmente cuentan con una buena bi-
blioteca, constantemente actualizada.

Este sistema fue ensayado y sus resultados
serdn expuestos.

Se prevee la extensidn del sistema ensayado
a otros centros de concentracidn de investiga-
dores cientificos de nuestro pais.-

MUCHO SE PUEDE HACER ANTES QUE LLEGUEN LAS
COMPUTADORAS. (Much can be done before the computers
arrive). Saffran, M. Department of Biochemistry,

Medical College of Ohio, Toledo, Ohio 43699 USA.

Computers are potentially great aids to learning and
teaching. Until computers become available some of the
characteristics of the computer can be reproduced by
other teaching methods. (1) Student participation in
learning can be achieved through classroom discussions
and by the preparation of audiovisuals and examination
questions by students. (2) Game-playing can be
achieved by contests 1in blochemical knowledge and
problem solving among individuals and between teams.
(3) Instant feedback and evaluation are achieved by
various forms of objective examinations. (4)
Repetition and drill, especially in algebraic
manipulations (e.g. buffers, enzyme kinetics), can be
achieved with nomograms and slide rules. (5) A
Computer Game can be used to combine most of the
characteristics by having an instructor or even a
student play the role of the computer, while other
students take turns as '‘users''. The rest of the
class are spectators and learn through the efforts of
the participants, while they wait for their own turn to
play the game. The Computer Game prepares instructors
and students for the coming of computers by teaching
the steps used 1in developing and using computer-
assisted instructional programs. (6) Some of the
graphic power of computers can be approached by
conventional audiovisual methods, particularly the
overhead projector.

Coordinador: Arnaldo Foradori

LA ENSENANZA DE PREGRADO DE BIOQUIMICA EN LA FACULTAD DE
MEDICINA DE LA P.U.C. (Pregrade Biochemestry Teaching at
the Medical Faculty of the P.U.C.).

Dr. Foradori A. Depto de Hematologia/Oncologia y UDA de
Laboratorios clinicos - Fac. Medicina - Pontif. Univ. Ca
télica - Santiago (Chile).

La estructura curricular para la ensefianza de la Medicina
en la facultad de la Univ. Catélica contempla 3 etapas se
cuenciales de Formacién e Informacién: 1.- Basico (corres
ponde a la Docencia de Asignaturas como Matematica, Fisi-
ca, Quimica General y Orgénica, Biologia general y Cito-
logia etc), esta entregada a las Facultades ad hoc y en
la Facultad de Medicina se completa el Estudio de la Bio
logia del Hombre normal y la preparacién cientifica basi-
ca (6 semestres); 2.- Patologia y sus agentes (correspon-
de al estudio intensivo de los Agentes de las Enfermeda-
des y las caracteristicas morfolégicas incluye Microbio—
logia, Patologia General Especial). En esta etapa ade-
mas se analizan las drogas y firmacos vigentes (2 semes-
tres); 3.- Clinica (se aplican los conocimientos previos
a la persona enferma y se delinea la estrategia de recu-
peracién de Salud (8 semestres con 4 de practica inclu-
sive)., La Bioquimica prop. tal se estructura en el ter
cer semestre y su contenido curricular se caracteriza por
la integracién de conocimientos de Quimica General y Or-
génica con fendémenos Bioldgicos Relevantes (Biomoleculas,
Metabolismo Intermedio, Biologia Molecular e Hidrosalino.
Se destaca la Metdédica de auto aprendizaje con clases ex
positivas de refuerzo realizados por un grupo de Médicos
Bioquimico. En forma periédica (aprox. ¢/2 semanas) se
realiazan seminarios de discusién y analisis de publica-
ciones relevantes o casos de interés que refuerzen el con
tenido a las clases. También es relevante la entrega pre
via a las clases expositivas del material grafico que se
usa en las clases. Lamentablemente la actividad experi-
mental se ha suprimide (sélo se mantiene en forma opta-
tiva). Se presenta el modelo de docencia de la macromo-
lécula de Hemoglobina y transporte de Oxigeno.
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ENSENANZA DE POSTGRADO EN BIOQUIMICA EN CHILE. EL
PROGRAMA DE DOCTORADO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS DE
LA UNIVERSIDAD DE CHILE. (Postgraduate teaching in
Biochemistry in Chile. The doctorate program of the
Faculty of Sciences of the University of Chile).

Babul, J. Departamento de Quimica, Facultad de Cien-
cias, Universidad de Chile.

Las universidades chilenas ofrecen actualmente cin-
co programas de Magister y cuatro de Doctorado en
Bioquimica y Biologia Molecular. El Programa de Docto-
rado de la Facultad de Ciencias de la Universidad de
Chile es el mAs antiguo y se inicié en 1971. Depende
administrativamente de la Escusela de Postgrado de esa
Facultad, sin embargo cuenta con la colaboracién de
numeroses investigadores de otras facultades, tanto
de la Universidad de Chile como de otras universidades
del pais.

La actividad fundamental del Plan de Estudios es
la realizacién de la tesis, pero ademéds incluye cur-
808, seminarios (bibliogrAficos, de investigacién, de
avances de tesis) y unidades de investigacién. Finali-
zados los cursos recomendados, se debe aprobar un
Examen de Calificacién en el que se exige la presenta-
cién de una revisién bibliografica critica. Posterior-
mente, se debe presentar un proyecto de tesis bajo el
patrocinio de un profesor. El trabajo de tesis se
evalGa anualmente (avances de tesis). La defensa de
tesis es una presentacién oral ante una comisién ad
hoc. El Examen de Grado es un acto piiblico donde el
candidato muestra su trabajo a la Comisién de Postgra-
do y a la comunidad académica. Desde 1971 ingresaron
78 alumnos (60% Bioquimicos, 14% Licenciados en Biolo-
gia, 13% Quimicos Farmacéuticos), 26 se graduaron
(73% Bioquimicos, 20% Licenciados en Biologfa) y 30
se retiraron (50% por cambio a otro Programa). El
promedio de duracién de la residencia es de 5,5 afios.
El 70% de los graduados se desempefia en universidades
chilenas.

Coordinador: Luis Izquierdo

EL PROGRAMA DE POSGRADO EN EL DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA
DEL INSTITUTO DE QUIMICA DE LA UNIVERSIDAD DE SAO PAULO.
(The graduate program at the Department of Biochemistry,
Institute of Chemistry, University of Sao Paulo. A study
case). Chaimovich, H.

Departamento de Bioquimica, Instituto de Quimica, Univer
sidade de S3@o Paulo.

The aim of this presentation is to describe the evolu
tion of the graduate program at the Department of Bioche
mistry of the Institute of Chemistry at the University
of S&o Paulo (QBQ). The program. Leading to MSc and PhD
degrees, started in 1970 placing a heavy emphasis in re-
search for both degrees. The evolution of scientific pro
duction, as measured by the total number of publicatioms
from the QBQ, shows a rapid increase from 1970 up to 1978
where a (slow rising) plateau was reached. In the last
five years publications ammount to ca. l.4/research
advisor/year and the value of the parameter [publications/
(MSc + PhD)]) is ca.4. These figures show a good correla-
tion with the initial investment made in the Department
by a Project-oriented program judged, by an internation-
al panel on a merit basis. After 15 years, the adoles-
cence problems of the program, including expansion, re-
definition of goals, new investments, areas of interest
are begging to be felt. The problems of the graduate pro
gram will have to be solvent within the framework of the
Brazilian Policy for Science and Technology for the next
decade which includes, as one of its major goals, a ten-
fold increase in the number of scientists involved in
Biotechnology, including Biochemistry.
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METABOLISMO DE OLIGO Y POLISACARIDOS 1

POLISACARIDOS SOLUBLES DE ALGAS. (Soluble polysacchari-
des from seaweeds). Matsuhiro, B, Departamento de Quimi
ca, Facultad de Ciencia,Universidad de Santiago de Chile.

Los polisacdridos de interés econdmico de macroalgas de
las divisiones Phaeophyta y Rhodophyta localizados en la
pared celular o en la matriz intercelular, pueden ex-
traerse con agua a diferentes pH.

Poco se conoce sobre las rutas bioquimicas y biofisicas
de la sfntesis, transporte, secrecién y ordenamiento ex
tracelular de los mismos,

Las estructuras quimicas de estos polisacd&ridos varfan
desde estructuras irregulares a otras mds regulares con
menor nimero de monosacdridos constituyentes con la evo
lucién de las algas.

Los polisaclridos extrafdos de especies de las familias
Gigartinaceae y Gelidiaceae (Rhodophyta) se estudiaron
por hidrSlisis total, metanblisis, fraccionamiento, meti
lacifn, cromatograffa gas-1fquido y espectrometrfa de ma
sas. De los resultados obtenidos y de otros de literatE
ra, se concluye que todos los polisacdridos de algas ro-
jas, carragenanos, irideanos y agaranos son mezclas de
galactanos con diferente grado de sulfatacifn y diferen-
te contenido de 3,6-anhidrogalactosa.

Interesantes resultados, que no concuerdan con algunos
descriptos en la literatura se han encontrado para los
polisacdridos provenientes de diferentes fases del ciclo
de vida de Chondrus canaliculatus, Iridaea membranacea,
I. ciliata e I. laminarioides.

De Lessonia trabeculata (Phaeophyta) por extraccidn se-
cuencial se obtuvieron diferentes polisaciridos cuyas es
tructuras corresponden a laminarano, fucanos y dcido al-
ginico.

GLYCOGEN SYNTHESIS IN THE MICROINJECTED FROG OOCYTE.
(Sintesis de glicégeno en oocitos microinyectados de
rana). Radojkovié, J. and Ureta, T. Departamento de
Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

Stage VI frog oocytes metabolize glucose mainly
for glycogen aynthesis inasmuch as neither glicolysis
nor gluconeogenesis are operative at this satage
because of the ab of phosphofructokinase and
fructose-1,6-bisphosphatase nctivitiel. Thus, these
cells serve as a convenient model for the study of
polysaccharide deposition from glucose.

Unlabeled microinjected glucose 6-P, glucose 1-P,
fructose 6-P or UDPglucose do not dilute the incorpo-
ration of microinjected labeled glucose even at a
ten-fold excess. On the other hand, CO, production
is markedly depressed by the intermediates with the
only exception of UDPglucose, A rather drastic change
can be observed if the intermediates are microin-
jected in cells incubated in a medium containing
labeled glucose., Under these conditions, isotopic
dilution was observed with the exception of fructose
6-P.

The results suggest that a classic pathway of
glycogen synthesis operates in amphibian oocytes
incubated in a glucose-containing medium, However,
microinjected glucose seems to follow a different
pathway which does not involve glucose 6-P, glucose
1-P or UDPglucose. The participation in this pathway
of amylo-1,6-glucosidase seems unlikely. A few prelim-
inary experiments suggesting the participation of
trioses-P in the suggested pathway will be presented.
(Supported by the Departamento de Investigacién y
Bibliotecas, Universidad de Chile).

Coordinador: Horacio G. Pontis

SUCROSIL OLIGOSACARIDOS: SU ROL COMO SUBSTANCIAS PROTECTORES
FRENTE A FENOMENOS ADVERSOS EN PLANTAS. UNA VISION GENERAL.
(Sucrosy) oligosaccherides: its role es protecting substances against
adverse conditions in plants. An overview.) Pontis, HO. Instituto de
Investigeciones Biologices, Facultad de Ciencies Exactas y Nasturales,
Universidad Nacional de Mar del Plata, y Centro ds Investigaciones
Bioldgices (F.1.B.A.), Casilla de Correo 1348, 7600 Mar de Plets.

Los sucrosi! oligosacaridos, 0 see aquelios basados on la moléculs de
secarosa, constituyen un grupa importante dentro de los oligosacéridos
primerios. Se encuentran libres en las células vegetales en contidades
significetives. Son el resultedo de que en 8igin momento de 18 evolucién de
las plentes se “inventsron” actividades enzimaticss capaces de sintstizer
oligosacaridos adicionando restos glicosiles, ya see o la mitad glucosa o a ls
mited fructosa de la sacarosa. Se encuentran amplismente distribuides y
cumplen una funcién no solsmente de reserva sino que también aparecen
como cumpliendo una funcion protectora frente a algunes situaciones de
stress, en particular frio.

Esta funcion esta bien estudiade para los oligosecéridos de 1a familia de
rafinosa donde se ha demostrado la dependencia con la temperstura y
ademas con el fotoperiodo. En el caso de ln familia de fructencs, se ha
determinedo una correlacion entre 1a temperatura dsl suslo y el nivel de
cade término de une serie ce fructanos presentes en tubérculos de
Helianthus tuberasus, mientras que en squelles plantas como trigo, donde
la parte sérea estd expuesta 8 lss distintas condiciones climétices, se
observa una acumulecién de polimeros después de un shock de frio. Este
Ultimo sistema se uss pare determiner como se sfectan las distintes
ectividedes enzimaticss al producirse le situacidn de stress y su cese.

Apoyado por CONICET y CIC.

FOSFORILASA EN AMILOPLASTOS DE TUBERCULO L[E PAPA.

(Phosphorylase 1in potato tuber amyloplasts).
Tandecarz, J.S., Moreno, S. v Cardini, CE.

Instituto de Investigaciones Biogquimicas "Fundacidn
Campomar" y Facultad de Cienclas Exactas y Naturales,
Universidad de Buenos Alres.

Se han descripto en células de plantas superiores
miltiples formas de fosforilasa separables por méto-
dos cromatogrificos o. electroforéticos. Steup y
Laszko (Planta 145, 69, 1979) lograron definir clara-
mente fosforilasas cltos6licas y plastidiales en
teJidos fotosintéticos. Se ha postulado que ami-
loplastos y cloroplastos estén ontogénicamente rela-
clonados. Sin embargo, es probable que los mecanis-—
mos gGue operan en la formacidn y degradacién &
almiddn de reserva en a.miloplastos sean diferentes de
1os que operan en la asimilacién de almidén en cloro-
plastos, donde el control se ejerceria via el trans-
locador de fosfato. Por medioc de técnlcas irmunold-
glcas, Schnelder y col. describieron la localizacidn
de fosforilasa exclusivamente en amiloplastos de tu-—
bérculo de papa durante el periodo de acumulacién de
almidén, sugiriendo que la enzima podria desempefiar
tanbién un papel en la sintesis y no sGlo en la
degradacién del polisacdrido.

Se estudid el perfil de fosforilasa de amiloplastos
de tubérculo de papa y se encontrd unma forma molecu—
lar principal capaz de sintetizar "™in vitro" un
ol-glucano unido a proteina en ausencia de poli-
sacarido exdgeno. Se encontrd que esta enzima, al
igual que la fosforilasa de cloroplastos, tiene menor
afinidad por los glucanos aceptores que la citosdlica
de hoja de esplnaca y que la fosforilasa I de papa.
Se hace un estudlo comparativo de las propledades
estructurales y cinétlcas de las enzimas plastidiales
¥y citosdSlicas.
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BIOSINTESIS DE EXOPOLISACARIDOS EN RHIZOBIUM TRIFOLII.
(Exopolysaccharide biosynthesis in Rhizobium trifolii)
Dankert, M.A., Bossio, J.C. and Ifi6n de Iannino, N.
Instituto de Investigaciones Biogquimicas Fundacién Cam—
pomar, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA y
CONICET, Buenos Aires, ARGENTINA.

Los exopolisac8ridos (EPS) producidos por los rizo-
bios parecen desempefiar un papel critico en la etapa de
infeccién a la rafz de las leguminosas. Las estructuras
de muchos de estos EPS han sido aclaradas, pero se sabe
poco de su biosintesis. Rhizobium trifolii infecta y no
dula trebol rojo y produce un EPS con la siguiente es-
tructura (Robertsen et al. (1981) Plant Physiol. 67,

389-400) . ”
Byr  Pyr 2 461c % 46108 2 4G10A 4 4Glc-
46,546 5 8 3

Gal —=3Gal — 4Glc -ﬂb 4Gl 0 Acet.

Se esté estudiando la sintesis in vitro de este EPS
utilizando c€lulas permeabilizadas con EDTA como fuente
de enzimas y UDP~Glc, UDP-GlcA, UDP-Gal, PEP y Acetyl
CoA, indistintamente radiomarcados, camo dadores de
azlicares y de piruvato y acetato respectivamente. En una
primera etapa se ha estudiado la sfintesis de precursores
lipidicos y se ha logrado aislar una serie de compuestos
con las propiedades esperables: son solubles en cloro-
formo-metanol-agua (1:2:0,3); por tratamiento a pH2,
10", 100°C liberan distintos oligosaciridos; en medio al
calino producen los respectivos ésteres fosf6ricos cicli
cos, y por reducci6n con H,Pt liberan los difosféricos,
etc. Fraccionados por cramdtograffa en columas de DEAE
celulosa se obtienen dos grupos de compuestos. En la
fraccién I se podido caracterizar al trisacdrido
GlcA & 4GlcA 4Glc y a su derivado acetilado (por
hidr6lisis y reduccién total y parcial, permetilacién,
degradaci6n enzimidtica, etc.) Dentro de la fraccién II
se ha logrado identificar, por criterios similares, al
octasacdrido correspondiente a la unidad repetitiva y a
su derivado mono o dipiruvilado.

Coordinador: Rodolfo Ugalde

ROLE OF POLYSACCHARIDES IN PLANT INFECTION BY
RHIZOBIUM AND AGROBACTERIUM. (Rol de polisacaridos

en 1la infeccion de plantas por Rhizobium y
Zorreguieta, S.

Agrobacterium). R. Ugalde, A.
Ca » R. Geremia and A. Coira.

Instituto de Investigaciones Bioquimicas, F.C.E. y
N., PFundacion Campomar and CONICET, Buenos Alres,
Argentina.

Plant infection by Rhlzobium or Agrobacterium
leads to the formation of rnltrogen fixing nodules
or tumors. Bacterlal polysaccharides have been pro-
posed to have a role in plant infection by these
bacteria. In R. melilotl we have described a cell
wall polysaccharlde contalning galactose and galac-
turonic acld that leads to 1increased com-
petitiveness. This effect was attributed to faster
nodulation. Rhizobium and Agrobacterium form M 1-2
cyclic glucan, through a protein linked inter-
mediate. This protein intermediate is a 235 K imner
membrane protein. Avirulent attachme defective
mutants of A. tumefaciens do not form f1-2 glucans
due to the absence of the 235 K protein. A R, meli-
loti mutant which induces formation of pseudonodu-
Tes was found not to form f1-2 glucans and like
the avirulent mutants of A. tumefaclens not to have
the 235 K immer rane protein. These results
suggest a role for TT—Z glucans in plant infection
by Rhizobium ard Agrobacterium.
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SINTESIS Y UTILIZACION DE NUEVAS SONDAS FOTOREACTIVAS DE
RIVADAS DE HUCLEOTIDOS DE PIRIMIDINA (Synthesis and use”
of new photoreactive probes derived from pyrimidine nu-
cleotides) C. Abeijén*, J.M.Capasso*, D.Tal, W.F.Vann y
C.B.Hirschberg. *Depto. Biologra, FCEyN (UBA) Buenos Ai-
res Argentina y Dept. of Biochem. St. Louis University,
St. louis, MO, 63204,

La técnica de marcado por fotoafinidad ha sido exitdsa-
mente utilizada para identificar un gran nimero de pro-
teinas que interactidan con ATP y GTP, mediante sus azido
derivados. Desafortunadamente se ha carecido hasta ahora
de derivados fotoreactivos de nucledtidos pirimidicos.

Nosotros hemos conseguido sintetizar 3'-0-(h-Benzoil)
Banzoil-Citidina 5'~nucledStidos, tanto con tres fosfatos
(BB-CTP), como con uno (BB-CMP). La estructura de los
mismos ha sido confirmada por: 1)Cromatografia de inter-

cambio idnico, 2)Cromatografia en capa delgada de celulo-

sa, 3)Andlisis de productos después de hidrélisis quimi-
ca y enzimitica, 4)Comportamiento cromatogrifico después
de irradiacién con UV, 5)Anilisis espectrofotométrico y
6)Espectrometria de TH-NMR.

E! BB-CTP resulté ser substrato de enzima CMP-Ac. Sidli-
co sintetasa; y el BB-CMP un potente inhibidor competiti
vo del transportador de CMP-Ac, Sidlico del Golgi, lo
cual demuestra que el grupo fotoreactivo no altera la in
teraccidon de estas moléculas con los centros activos de
las protefnas correspondientes.

Cuando una preparacién cruda de la enzima CMP-Ac. Si&li-
co sintetasa de E.coli fue irradiada en presencia de BB-

[k -32P]CTP y fraccionada en geles de poliacrilamida, una
sola banda pudo ser detectada por radioautografia, en me-
dio de un gran nimero de ellas que son detectadas por tin
cién con plata, lo cual demuestra la sensibilidad y espe-

cificidad de las nuevas sondas.

TETERMINANTES DEL FENQTIPO EN CELULAS EPITELIALES:
ESTUDIC EMPLEANDO GENES NATIVOS Y MODIFICADOS DE
GLICOPROTEINAS VIRALES. Gonzilez, A., Rizzolo, L.,
Gottlieb, T. y Sabatini, D.D.

Depto. Biologia Celular, NYU MED CTR, USA, y Fac.
Medicina, P. Universidad Catdlica de Chile.

Las células de epitelios transportadores poseen
polos apicales y basolaterales funcional y morfold-
gicamente diferentes, separados por uniones estre-
chas. Este fenotipo parece ser mantenido dinadmica-
mente por un sistema que seleccionaria y transporta
ria glicoproteinas especificas desde el Golgi a la
membrana plasmética de uno u otro polo. Las ideas
bésicas sobre este trafico vectorial de proteinas,
cuyo mecanismo es desconocido, han surgido de estu-
dios en células MDCK infectadas con virus que poseen
envoltura. En esta linea celular, derivada de ri-
fibn de perro, la yemacidén del virus influenza ocwrre
preferencialmente por el polo apical, en cambio, la
del virus de la estomatitis vesicular se produce por
el polo basolateral. En ambos casos, este proceso
es precedido por la acumulacidn de las respectivas
glicoproteinas de la envoltura viral, hemaglutinina
(HA) y proteina G, en el dominio correspondiente de
la membrana plasmatica. Estas proteinas exhiben
segmentos citoplésmicoes, intramembranosos y extrace-
lulsres con respecto a la bicapa.

En el actual trabajo hemos utilizado un conjunto
de técnicas de DNA recombinantes y de transfeccidn
de genes en células eucariontes para analizar los
determinantes moleculares del trafico intracelular
de estas proteinas. Las evidencias sugieren que la
HA y la proteina G contienen en su estructura la in
formacidn necesaria para su insercién asimétrica en
distintos polos de las células MDCK, independiente-
mente de otras proteinas virales. Para que esta in
formacidén sea efectiva serian necesarios sus segmen
tos intramembranosos y citosélicos. La proteina G
contendria, ademds sefilales que la incorporarian a
la via endocitica.

Coordinador: Federico Leighton

ENZIMAS LISOSOMALES. SINTESIS Y TRANSLOCACION HACIA LOS

LISOSOMAS. (Lysosomal enzymes. Synthesis and targeting
to lysosomes).

*¥Couso, R., Lang, L. y Kornfeld, S.

The Washington University School of Medicine. Depart-
ments of Internal Medicire and Biological Chemistry.

*¥Instituto de Investigaciones Bloquimicas "Fundacidn

Campomar” y PFacultad de Cienclas Exactas y Naturales,

UBA, Antonio Machado 151, (1405) Buenos Alres, ARGENTINA

La sintesis y transporte de las enzimas lisosomales
hacia los lisosomas en células de mamiferos, ha sido
objeto de un intensivo estudio en esta Gltima década.
Las enzimas lisosomales sintetizadas “de novo" adquie-
ren en los oligosaciridos reslducs fosfomancsa que ac—
tlan como marcador de reconocimiento que media la unidn
a receptores especificos (receptores de manosa-6P) y
"targeting" hacia los lisosomas.

S1 bien se conocia que organismos eucaridticos simples
poseen enzimas lisosomales, no se sabia si los mismos
utilizaban el "pathway" de la manosa-6P para la trans-—
locacién de las mismas hacia los lisosomas.
En este estudio se demuestra que la ameba del suelo A.
castellani y la ameba vegetativa del "slime mold" celu~
lar D. discodeum poseen una enzima que, utilizando como
sustrato UDP-G1lcNAc, transfiere glucosamina-1P a oligo-
sacdridos de alta manosa. La especificidad de sustrato
de las enzimas de ambas amebas se estudid en paralelo
con 1a ya conoclda UDP-GlcNAc: enzima lisosomal N-ace-
til glucosamina fosfotransferasa de Golgl de higado de
rata, primera enzima responsable de la sintesis del
marcador de reconocimiento (manocsa-6P) en memifercs.
La enzima de A. castellani es simllar a la enzima de
mamiferos en cuanto a que es capaz de reconocer el
determinante proteico comin presente en las enzimas
lisosomales. Por el contrario la transferasa del D.
discodeum no posee dicha propiedad.

TOPOGRAFIA DE LA GLICOSILACION EN EL APARATO DE GOL-
GI Y RETICULC ENDOPLASMICO (Topography of glycosyla-
tion in the Golgi apparatus and endoplasmic reticu-
lum) Carlos B. Hirschberg, Claudia Abei jon, Juan
Capasso, Susan L. Deutscher, Mary Perez and Neziha
Nuwayhid. Department of Biochemistry, St. Louis
Univ. School of Medicine, St. Louis, Missouri, USA.

La glicosilacién y sulfataciéon de proteinas y glico-
saminoglicangs ocurre en el lumen del reticulo endo-
plasmico (RE) y aparato de Golgi (AG). Dado que los
donantes de azicares y sulfato en dichas reacciones
(nucledtidos azlicar y PAPS) se sintetizan en el cito
sol, surge la pregunta: LDe qué manera estos sustra-
tos son transportados hacia el lumen de los anterio-
res organelos? Utilizendo enfogques bioguimicos, de
biologia celular y genéticos, hemos demostrado gque
en la membrana del AG existen transportadores espe-
cificos de nucledtidos azicar y PAPS. Estos sustra-
tos serian tramsportados desde el citosol hacia el
lumen a través de un intercamhio con el nuclefsido
mono fosfato correspondiente.

Por otro lado, en el RE, la N-glicosilacién se ini-
cia con la adicién de la N-acetilglucosamina, mano-
sa y glucosa al dolicol fosfato. Hemos demostrado en
la membrana del RE la presencia de transportadores
de UDP-GlcNAc y UDP-glucosa pero no de GDP-manosa,
1o cuel sugiere gue la sintesis de dolicol-oligosa-
caridos ocurre asimétricamente con respecto a la
membrana del RE.

Podemas cancluir que la glicosilacifén de macromalé-
culas presenta una topografia diferencial con res-
pecto a la membrana de distintos organelos.
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THE MECHANISM OF PROTEIN N-GLYCOSYLATION IN
TRYPANOSOMATIDS. Parodi, A.J.

Instituto de Investigaciones Biogquimicas "Fun-
dacion Campomar”, A. Machado 151, 1405 Bs.As.
N-glycosylation in eucaryotes is initiated by
the transfer of an oligosaccharide (Glc.,Man
GlcNAc,) from P-P-dolichol to asparaginé re§i-
dues ig incompleted polypeptide chains. Once
transferred, the oligosaccharide moieties are
processed(removal and addition of monosacchari-
des)to yield high mannose-, hybrid- or complex
-type saccharides. We have previously reported
that, depending on the species, trypanosomatids
synthesized and transferred to proteins "in vi-
vo" P-P-dolichol-linked Man GlcNAc, .We
have now conducted a cell-fgég 8ﬁagacteri%ati-
on of the enzymatic defects responsible for
this phenotype:all species tested were defecti-
ve in the formation of Glc-P-dolichol, the do-
nor of glucoses in the complete oligosacchari-
de. Species that "in vivo" transferred Man_.Glc
NAc, or Man.,GlcNAc, were devoid of the 7th.,
8th,, and QZh. man%osyltransferases or of the
8th. and 9th. transferases, respectively.On

the other hand we have observed in the patho-
gen Trypanosoma c¢ruzi another so far unique
feature in protein N-glycosylation: the modifi-
cation of the oligosaccharide transferred& upon
differentiation. Whereas in epimastigotes (in-
sect vector stage) and in amastigotes (mammal-
ian intracellular stage) the sole compound
transferred was Man,GlcNAc, , in trypomastigo-
tes (bloodstream stage, infgctive form) both
Man_GlcNAc, and Man_ GlcNAc., were transferred.
The structare of Maz GlcNAg formed by proces-
sing of protein—linkgd Man alcNAc was differe-
nt from that of Man.,GlcNAc trans%erred from
the P-P-dolichol derivativé.Supported by WHO
and CONICET.
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RECEPTUOR DE HORMONA DE CRECIRIENTO (HCJ: ESTRUCTURA,
BIOSINTESIS Y PURIFICACION DE LA GLICOPROTEINA.
(Growth hormone receptor: structure, biosynthesis
and purification of the glycoprotein). Szecbdwka, J.
Dept. of Physiol., U. Massachusetts Med. Center y
Depto. de Ciencias Fisiol., P. U. Catdlica de Chile.

125-T=-HC se ligd con receptores especificos en la
membrana celular de adipocitos de rata. Esta unidn
pe hizo covalente con suberato de succinimidilato.
fUsando electroforesis en condiciones reductoras, el
producto principal de estas reacciones se identificé
como un complejo de un peso molecular (PM) de 130
kDa (receptor + 125-I-~HC).

La lectina de trigo (100 nM) inhibe el ligamen espe-—
kcifico de HC. Para obtener claras evidencias que el
freceptor es una sialoglicoproteina, se realizaron
experimentos con dos glicosidasas: Con neuraminidasa
(5 U/ml) el PM del receptor disminuyé 10 kDa, y con
endoglicosidasa F 20 kDa. Para dilucidar las vias de
biosintesis y la importancia de carbohidratos en el
receptor, se realizaron experimentos con dos inhibi-
dores de la glicosilacidn de proteinas: Con swainso-
pina el PM del receptor sintetizado '"de novo!" dismi-
nuyé 10 kDa, y con tunicamicina 20 kDa. Sin embargo,
aquellas formas del receptor, incompletamente glico-
siladas, se incorporan en la membrana celular y con-
servan su capacidad del ligamen especifico de HC.

E1l Triton X-100 solubilizdé el receptor, preservando
su especificidad y afinidad., El caracter sialoglico-
protéico del receptor permitid su purificacién a ho-
mogeneidad en dos subsecuentes cromatografias de a-
finidad: 1~ con la lectina de trigo, 2~ con HC. E1
receptor purificado tiene PM aproximadoc de 500 kDa y
esta formado por cuatro proteinas, aparentemente uni-
das con puentes disulfuros, de PM: 180, 130, 105 (la
subunidad del ligamen) y 80 kDa.
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PROTEINAS CROMOSOMALES:
PROLIFERACION Y DIFERENCIACION CELULARES

DOMINIOS ESTRUCTURALES DE PROTEINAS INVOLUCRA-

DAS EN COMPLEJOS NUCLEOPROTEICOS DEL NUCLEO CE-
LULAR, (Estructural domains of proteins invol-

ved in nucleoprotein complexes of the nucleus).
Bach, M,, Parera, M. y Palau, J. Depto. Biolo-

gia Molecular, Centro de Investigacién y Desa-

rrollo, C.S5.I.C., Barcelona, Espafia.

Los cambios conformacionales en complejos nu-
cleoproteicos facilitan con toda seguridad el
funcionamiento de diversos procesos celulares,
entre los que cabe incluir la proliferacién y
la diferenciacién. Nuestro laboratorio ha veni-
do estudiando la conformacién del grupo de pro-
tefnas HMG de alto peso molecular -M, Carballo
et al., Embo J. 2, 1759(1983), M. Carballo et
al., Embo J, 3, 1255(1984), En estos trabajos
se demuestra que existe una funcién diferencia-
da de los diversos dominios que incluye la inte
raccién don el DNA y la interaccién con la his-
tona H1, En la actualidad se ha procedido a es-
tablecer una regionalizacién de la interaccibn
con la histona Hi1 y se ha demostrado que el do
minio C-terminal de la histona H1 es la regidn
mas idomea para interaccionar con el dominio
C-terminal de la protefna HMG., Estos resultados
sugieren la existencia de mecanismos de enclaje
en la cromatina que facilitan los cambios de
compactacién originados en diversos procesos
biolégicos., Otra protefna estudiada (el antige-
no nuclear 88.B) esta relacionada con el trans-
porte de fcidos nucleicos de pequefio tamafio (SN
RNA). Los resultados indican que en la molecula
de SS-B axiste un dominio estructural de 30KD
que esta fosforilado a distintos niveles y pre-
senta interaccisn maxima con los conjuntos de
RNA, Existen ademis otros 2 dominios de 17 y 6
KD que probablemente estan implicados en la fun
cidn de tranaporte en la celula de un flujo muy
diverso de 8cido ribonucleico,

ATYPICAL CHROMOSOMAL PARTICLES DURING EARLY EMBRYOGENE-
SIS OF SEA URCRINS. M. Imschenetzky, M. Puchi, and R.
Massone. Departamento de Biologia Molecular, Universi-
dad de Concepcidn, Chile.

During early developmental stages of sea urchins
three sets of genes are sequentially expresscd: those
genes coding for CS chromosomal proteins; those coding
for early histone variants (a type) and those coding for
late variants(a,8,y, and ¢ typesg. This differential
gene expresion determines shifts in nucleosome popula-
tions that have been demonstrated by nuclease digestion
studies. At present the nature of the very early nucleo-
particles is unknown.

To obtain information about the protein components
that are forming the very early nucleoparticles we have
isolated and characterized the CS chromosomal proteins
by conventional methods. The results obtained revealed
that, unlikely the typical histone complement, seven
major proteins are found, specified CSA; CSB; CSC; CSD;
CSE; CSF and CSG. The electrophoretic migration of
these proteins is consistent with histones but their
amino acid compositions are markedly different. In ad-
dition each one of these major fractions is electropho-
retically heterogeneous in two dimensional gels.

To obtain a direct evidence on the involvement of
CS chromosomal proteins in nucleoparticles present in
very early cleavage cells, the isolation of particles
derived from nucleases digestion was performed on 1%
arargsa aels and their protein content was analyzed
by PAG/SDS gels. The results obtained indicate that
seven major proteins are forming these particles,
these fractions comigrate with the CS chromosomal pro-
teins isolated by classical methods.

Taking all these data together it seems clear that
during early developmental stages the chromatin is ar-
ranged into particles different from the nu bodies.

The term embriosomes is proposed to nominate these
particles. (Proyectos: 20.31.06, 2031.11. U. de Concep-
cién. 1082/85 FONDECYT.

Coordinador: Maria Imschenetzky

STUDIES ON SPERMIOGENESIS, FERTILIZATION AND
DEVELOPMENT WITH Chorosytiles chorus. {(Estudios sobre
asparaiogenssis, fertilizacion y desarrollo en

Choroaytilus chorus) L,0,Burzig, M.Brito, J. Carcaso,
A.A. von Chrissar, 1.Concha, J.Figuerca, E.Gutierrez
and J.C.Vera. Instituto de Bioquimica, Universidad

Austral de Chile, Valdivia.

in the spera of most animals the DNA is associated
with basic proteins, which vary significantly in each
particular species. Three major basic polypeptides were
identified in the spera of Ch. chorus. They were
purified using selective solubilization with acetic
acid and HCl, and by chrosatography on Sephacryl §-200
equilibrated with 10 a¥ HC! and & M urea. The wmost
abundant polypeptide has a MW af 4,500 and the aaino
terminal residue is Pro. More than 50X of the amino
acids correspond to Lys plus Arg.This characteristics
are typical of protasine-like proteins. The other two

coaponents shared several properties of histones Hl.
Several evidences suggest that these polypetides could
be used a8 differentiation sarkers during

speraiogenesis in Ch.chorus.

The optimal conditions ¢er fertilization and
development of Ch.chorus esbryos were established
toocyterspers ratio ta avoid polyspermia; incubation
teaperature; salinity and number of eabryo per al).At
72 h post fertilization aore than 70% of the fertilized

cocytes developed the primary shell. The different
developsent stages have been used to study the switch
of histones during the differentiation process.
(Supported by Grants S§-85-10; FONDECYT 1039-853

Graduate Progras Project of OAS).

SUBCELLULAR LOCALIZATION OF HUMAN HISTONE mRNA AND
THRE INVOLVEMENT OF THE 5' LEADER SEQUENCE IN HISTONE
mRNA STABILITY (Localizacibn subcelular de RNAm de
histona bumana y la relacibn de la secuencis "leader"
5' en la estabilidad del RNAm de bistona). Stein, G.
and Stein, J. University of Florida, College of Me-
dicine, OGainesville, F1, USA.

It is well established that cell cycle dependent
buman histone mRNA is seleotively destabilized when
DNA synthesis is terminated. Mechanisms accomplisbing
this selective destabilization may require specific
targeting sequences or structures within the mRNA it-
self. In addition, the microenvironment in which the
hietone mRNAs reside contribute to the ability of the
cell to modulate histone mRNA stability in conjunc-
tion with DNA synthesis.

To identify destabilization targeting sequences
or struotures in a cell cycle dependent buman H3j bhie-
tone mRNA, we have constructed fusion genes in which
fragments of the histone mRNA coding region are fused
to fragments of genes not expressed in a cell cycle
dependent manner. Two of these fusion constructs sugg
est that the first tweniy nucleotides of the Hj histo
ne mRNA leader region are sufficient to couple histo-
ne mRNA stability with DNA replication.

To assess the possible relationship between the
microenvironaent of the histone mRNAs and the regula-—
tion of histone mRNA levels, we have examined the sub
cellular distribution of histone mRNA. The distribu-
tion of histone mRNAs on free and membrene bound po-
lyosomes was examined &s well as the association of
bistone mRNA oontaining polyosomes with the cytoskele
ton. Histone mRNAs were localized predominantly on
the free polyosomea. In addition, histone mRNAs were
found on the cytoskeleton fraction wbich suggests
that the histone mRNA containing polyosomes are asso
ciated witbh tbe cytoskeleton.
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PROTEINAS CROMOSOMALES EN TRYPANOSOMA CRUZI (Chromoe_g
mal proteins in Trypanosoma cruzi). Toro, C.3 Morales
M. y Galanti, N. Departamento de Biologfa Celular y

Genética, Pacultad de Medicina, Universidad de Chile.

Trypanosoma cruzi es un protozoo hemoflagelado,
agente causal de la enfermedad de Cbagas. Presenta
tres formas $ amastigote (intracelular y replicativa),
epimastigote (extracelular y replicativa) y tripomes-
tigote {extracelular, no replicativa e infectiva)., En
este trabajo se describe la presencia de bistonas y
de protefnas cromosomales de alta movilidad electrofo
rética (EMG) en T, cruzi.

Se obtuvo cromatina de epimastigote en cultivo
y se extrajo histonas en HySO4 0.4 N y prote{nas HMG
en 4cido perclérico 0.75 M. las protefnas oromosoma-—
les dializadas y liofilizadas se analizaron en geles
de poliacrilamida en una y en dos dimensiones.

Se demostrd la presencia de 6 protefnas bYEsiocas
de bajo peso molecular y carentes de triptofano, com
caracteristicas de migracibn similares a histonas de
espermios de erizo de mar, higado de ™ata y timo de
ternera. la electroforesis en dos dimensiones mostr§
la presencia de variantes en la mayoria de las bisto-
nas de T. cruzi. Por solubilidad en &cido tricloroacé
tico 5{, en fcido perclérico 0.75 M y en diferentes
concentraciones de NaCl, una de eatas protefnas pre-
sentb caracterfsticas similares a H,.

Por otra parte, se encontrd protefnas con carsc
terfisticas de solubilidad y de movilidad electroforé-
tica que corresponden a las HMG de timo de ternera.

Bn consecuencia, la cromatina de T, cruzi pre—
senta constituyentes proteicos similares a los desori
tos para eucariontes superiores, aunque existen dife-
rencias evidentes. Estos resultados permitirdn estu—
diar la eventual participacifn de estas protefnas oro
mosomales en procesos de proliferaciln y diferencia-
cidn de s ocruzi. (Proyectos B-2365/8613 D.I.B.}
FONDECYT y UNDP/WB/WHO/ TDR ID 820599).
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AVANCES RECIENTES EN LA SINTESIS DE DNA Y RNA.

SINTESIS QUIMICA DE GENES,CLONAMIENTO,EXPRESION.

(Recent developments in DNA/RNA synthesis.Che-
mical gene synthesis, cloning angd expression).
Alvarado Urbina,G.“,Chiarello,R. ,Crea,R.c
a-Meiogenics Research Corporation,1716 Woodward
Dr. Ottawa,Canada. b-IGB Products Ltd., 14310
Catalina St. San Leandro, CA 94577 USA.
c-Creative Biomolecules Inc. 35 South St.Hopk-
inton, MA 01748 USA.

El desarrollo reciente de la sintesis automati-
zada de dcidos nucléicos sobre soporte polimé-
rico ha permitido la construccidn de oligonu-
cledtidos en forma eficiente y rdpida, como re-~
sultado la sintesis total de genes es factible.
Ejemplos de disefios y de sintesis de genes de
455 a 1600 pares de bases seran presentados.
Estrategias de disefio de genes de tipo'cassette
seran analizadas,conjuntamente con la expresién
en Esquerichia Coli, mediante vectores disehna-
dos para alto nivel de expresién. Obtencidn de
andlogos—- mutagénesis sitio-especifica.
La sintesis automatizada de fragmentos de 15 a
52 bases se efectud utilizando diversos sopor-
tes poliméricos con la activacién in situ de
fosforamiditas(l). El sintetizador automatico
es controlado por un computador personal- IBM
o Commodore-64. La descripcién completa del
aparato, como asimismo diferentes programas
seran presentados.
Andlisis completo de los fragmentos sintéticos,
métodos de purificacién,ligamiento,clonamiento
y expresidn seran presentados. La comprobacién
de estructuras se efectud por secuenciacidén del
DNA mediante los métodos de Sanger y de Maxam
y Gilbert.
(1).Alvarado Urbina G.,et al. (1986) Biochen.
Cell Biol. Vol. 64, 548-555.

MECANISMO Y VELOCIDAD DE MUTACION DEL DNA
MITOCONDRIAL DEL, TRYPANOSOMA CRUZI. SU UTILIZACION
EN EPIDEMICLOGIA. (Mechanism and rate of evolution
of the mitochondrial DNA in Trzggggsoma cruzi. Its
uses in epidemiology.). C. Ibanez, R. Macina, J.L.
Affranchino y A.C.C. Frasch. "Fundacién Campomar”,
A. Machado 151, 1405 Buenos Aires, Argentina

Resultados obtenidos en diferentes laboratorios
sugieren que uno de los dos componentes del DNA
mitocondrial de los tripanosomitidos, los minicirc-
ulos, varian rapidamente en su secuencla. En el
caso del pardsito sudamericano Trypanosoma cruzi,
ruestro grupo demostrd que stocks de laboratorio
poseen clases diferentes de minicirculos (FEBS
Lett., 169:139, 1984 y Mol. Biochem. Parasitol.
11:169, 1984), constituidos cada uno de ellos por
grupos de moléculas casl homogéneas (Biochim.
Biophys. Acta 782:26, 1984) que difieren afin ertre
clones de pardsitos obtenidos de un mismo aisla~-
miento (Mol. Biochem. Parasitol. 16:61, 1985).
Para conocer el mecanismo molecular que genera esta
diversidad se secuenclaron tres nDlégulas per-
tenecientes a una misma clase de minicirculos. En
cada molécula se acumulan independientemente muta-
ciones puntuales (l/64 pares de bases), prinm
cipalmente transiciones (19/23). La velocidad de
mutacidn fue estudiada amalizando una clase de
minicirculos en 11 subclones obtenidos a partir de
un clon del pardsito luego de 600 generaciones de
crecimiento contimuo (791 dias). Dos sitios
polimdrficos (Tagl y HaeIII) fueron detectados, 1o
que permitid calcular una velocidad de mutacidn
preliminar y minime de 2 x 10~ substituclones por
par de bases por generacidn. La utllizacidn de
moléculas clonadas como marcadores genéticos
demostrd que existe un mimero limitado de pardsitos
en la naturaleza y que parasitos obtenidos de huma-
nos y triatomas en reglones alejadas de Argentina y
Chile son similares.

Coordinadores: Carlos Jerez, Alejandro Venegas

USO DEL BACTERIOFAGO Mu COMO HERRAMIENTA GENETICA.
(Use of Pactetiophage ﬁ% as a genetic &ool). de Men-
doza, D.”, Gramajo, H.C." y Vigle, A.M. 2
Departamento de Microbiologia™ y CEFOBI“. Facultad
de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas. Universidad
Nacional de Rosario. Suipacha 531, 2000 Rosario, Repid
blica Argentina.

El bacteriéfago Mu es un transposon gigante ence-
rrado en la cubierta de un virus que utiliza la trans
posicién como estilo de vida. Los fagos mini-Mu son
derivados del bacteriéfago Mu que poseen deleciomes
internas y que carecen de las funciones liticas del
fago parental. Cuando se induce la replicacién de
los mini-fagos cada réplica es producto de un proceso
de transposicién y durante la replicacién puede promo
ver reordenamientos gendmicos tales como fusién de
replicones y transposicién de genes a plasmidos.

Nuestro grupo de trabajo utilizé estas tltimas
propiedades de mini-Mu para realizar experimentos

in vivo tales como: mutacién de genes clonados en

cbésmidos, fusidn de operones, construccién de biblio-
tecas genéticas y expresién regulada de genes.

ARENAVIRUSES HAVE AN 'AMBISENSE' CODING STRATEGY.
Victor Romanowski. C4itedra de Quimica Biol6gi-
ca, Pacultad de Ciencias Exactas, Universidad
Nacional de La Plata, La Plata, Argentina.

The Arenaviridae family comprises some 13
immunologically related enveloped viruses. Some
of them cause severe although not widely spread
human diseases such as Lassa fever and Bolivian
and Argentinian haemorrhagic fevers.

The genetic information of arenaviruses is
contained in two species of single-stranded RNA
designated L and S. Genetic and biochemical
analyses have demonstrated that L RNA codes for
a large polypeptide (RNA polymerase?)} and the
S RNA codes for the nucleocapsid N protein and
the GPC polypeptide, an intracellular precursor
for the envelope glycoproteins Gl and G2.

Complementary DNA cloning and sequencing of
arenavirus S RNA confirmed these coding assign
ments, and showed a novel coding strategy.

A GPC protein translated from a viral sense
mRNA (5' half of S RNA) and a N protein trans-
lated from a viral-complementary mRNA (3' half
of S RNA)} are the basic features of the 'ambi-
sense' coding strategy of
arenavirus S RNA.

Subgenomic RNA
species with the
size and polarity 5
predicted for the e
N and GPC mRNAs B75 »
have been found B[S
in infected cells.

The structure
of the S RNA of LCM arena
virus is depicted on the diagram (nucleotide
numbers are indicated).
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ELEMENTOS CIS QUE REGULAN LA EXPRESION DE LOS LSPl GENES
EN Dros. melanogaster. (Cis-acting elements that regulate
the expression of the LSPl genes in Dros.melanogaster).
Sunkel,C.E., Delaney,S.J. and Glover,D.M. Cancer Rese-
arch Campaign, Department of Biochemestry, Imperial Co-
llege, LONDON SW7 2AZ, England.

The Larval Serum Protein 1 genes (LSPl) have been used
as a model system for the study of developmental gene
regulation in Eukaryotes. The 3 genes are located in di~-
fferent chromosomes, are expressed coordinately during
the 3rd larval instar and only in the fat body. We set
out to characterize the 5'end cis-acting elements that
reqgulate these genes. The 5'end of all 3 genes was se-
quenced and the data analyzed using computer analysis.
The biological assay defined to study the cis-elements
involved the use of whole organism transformation tech-
niques. A chimeric gene containing 5'end sequences
from LSP1 a or b directing the expression of a marker
gene CAT (chloranphenicol acetyl transferase) was intro-
duced in embryos and stable lines stablished of the di-
fferent chimeric genes.

The results of the sequence analysis revealed that the
structure of all 3 genes is very similar. Within the
coding region a and b share the closest homology which
breakes down outside it. 5'end shows only two small re-
gions of homology between all 3 genes located within the
first 400bp. These could be related to cis-acting con-
troling elements which have been mantained even though
the genes have been dispersed. Other regions of homolo-
gy were found. They included the TATA box, the CAP site
and a probable protein secretion signal located within
the coding region. The results of the whole organism
transformation indicate that temporal and tissue speci-
fic control signals are contained in 5'end regions of
388bp for LSPla and 480bp for LSPlb. Although tissue
and temporal expression is retained, the level drops
considerably. Temporal and tissue specific expression
is abolished when only 80bp of 5'end sequence are used
and the level of expression is very low.
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ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE LAS PROTEINAS

EL ESTADO PLEGADO DE LAS PROTEINAS: FORMACION, ESTABI-
LIDAD Y SU RELACION CON LA FUNCION. (The folded state
of proteins: acquisition, stability and its relation
with function).

Babul, J., Departamento de Quimica, Facultad de Cien-
cias, Universidad de Chile.

Las protefinas adoptan conformaciones plegadas com—
plejas y, pese a su diversidad en arquitectura molecu-
lar, tienen propiedades comunes que constituyen una
“imagen de consenso". El 90% de los residucs de
aminodcidos de la mayorfa de las proteinas participa
en hélices o (38%), léminas 8 (20%) y dobleces (32%).
En las proteinas de gran tamafioc se observan dos o
tres unidades estructurales globulares o dominios.

No se conocen los mecanismos que determinan el
estado plegado, pero se sabe que son determinantes la
secuencia de aminolcidos y la proporcidn relativa de
residuos polares y no polares. Aln cuando existe
suficiente flexibilidad en los principios que relacio-
nan la secuencia con el plegamiento, sélo una fraccién
muy pequefia de los polipéptidos posibles es capaz de
plegarse en una conformacién estable. La estabilidad
estd dada principalmente por el gran nimero de interac-—
ciones débiles presentes simulténeamente y la estructu-
ra del solvente acuoso.

Una estrategia Gtil para separar las variables
estructurales y funcionales es producir por mutacién
génica el cambio de uno o pocos aminodcidos que
provoque diferencias funcionales. Se presentard el
caso de una mutante de fosfofructoquinasa~2 que produ-
ce un defecto en el crecimiento de E. coli. La enzima
contiene un cambio en uno o dos aminoAcidos y difiere
de la enzima normal en su estabilidad, orden de
interaccién con los sustratos y productos, suscepti-
bilidad a la inhibicién por MgATP y en el efecto de
los sustratos sobre la estructura cuaternaria.

Financiado por DIB-Universidad de Chile,
PNUD-UNESCO CHI 81-001 y OEA.

Fondecyt,

CONFORMATIONAL TRANSITION OF POLYMER CHAINS IN DILUTE
SOLUTION, (Transicién conformacional de cadenas poliméri
cas en solucién diluida). Gargallo, L., Radi&, D.a,HEE:
nandez-Fuentes, |.°, Horta, A.P.a)lLaboratorio de Flsico-
Quimica Molecular, Facultad de Quimica, Pontificia Uni-
versidad Cat6lica de Chile.b) Universidad Complutense de
Madrid, Espafa.

The viscometric and dielectric behaviour of poly(diben-
zyl itaconate) (PDBy}) in 1-4 dioxane as a function of
the temperature were studied. The viscometric relation-
ships in 1-4 dioxane at different temperatures were

o3 stablished. The viscome-
\"-~._‘//‘\\\.\____ .

tric results show discon-
tinuities in the intrinsic
viscosity [n}, specific
viscosity Ngp/c and Mark-
Houwink-Sakurada exponent.
Dielectric constant (¢)
measurements were carried
out as a function of tem-
perature from 16 to 33°C
(see figures 1 and 2).
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The results from the di-

L] k. 25 0 as
Temperature (°C) electric behaviour agree
Figure 1 with the viscometric re-
- sults. For PDBpl in 1-4
dioxane, an anomalous be-
o haviour of intrinsic vis~
) cosity (coil volume) and

dielectric constant (chain
polarity) occurs around
25°¢C.

In conclusion, a confor-
mational transition of po-
lymer chain is probably
responsible.
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Figure 2

Coordinador: Jorge Babul

PREDICCION DE ESTRUCTURA SECUNDARIA. UNA HERRAMIENTA
UTIL PARA EL CRISTALOGRAFO DE PROTEINAS.

(Secondary structure prediction. A useful tool for a
protein crystallographer). Hilda Cid, Departamento de
Biologfa Molecular, Facultad de Ciencias BiolSgicas y
de Recursos Naturales, Universidad de Concepcifn.

La determinacién de la estructura terciaria de una
protefna requiere de la obtencifn de cristales de bue-
na calidad de la enzima nativa y de sus derivadas de 4-
tomo pesado, proceso que puede demorar varios afios. En
el intertanto, importante informacién acerca de la con-
figuracién espacial de la enzima y de su sitio activo
puede obtenerse por una combinacién de estudios qufmi-
cos y prediccién de estructura secundaria, a partir de
la secuencia.

Esta idea ha sido desarrollada a través de varios
afos en el laboratorio de Bioffsica de la Universidad
de Concepcién, donde se ha desarrollado un método de
prediccién y se ha aplicado en combinacién con el méto-
do de Chou y Fasman en las siguientes protefnas: diver
sas protaminas de peces, fructosa 1,6-bisfosfatasa, neu
rotoxinas de venenos de serpientes, protefnas salivales
ricas en prolina y B~lactamasas obtenidas de diversas
fuentes.

En la totalidad de estos casos ha sido posible pro-
poner un modelo estructural capaz de explicar los datos
experimentales disponibles y sugerir nuevos experimen-
tos para su verificacién.

Dado que se trabaja con una prediccién, y no una de
terminacisn, se complementa la estructura propuesta con
medidas de pardmetros ffsico-qufmicos, como dicrofsmo
circular y determinaci6én de radio de giro por medidas
de fluorescencia. Se propone utilizar c#dlculo de ener-
gfas conformacionales minimas para ajustar zonas de
prediccién dudosa.

PREDICCIONES SOBRE LA ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE LA

HORMONA DE CRECIMIENTO, BASADAS EN LA SECUENCIA DE AMINO
ACIDOS Y EN MODIFICACIONES QUIMICAS. (Predictions on the
growth hormone three-dimensional structure, based on its
amino acid sequence and chemical modifications.) Santo-
mé, J.A., Ermacora, M., Rivero, L., Nowicki, C., Wolfens
tein-Todel, C., Cascone, 0. y Biscoglio de Jimenez Boni-
no, M.J.

Instituto de Quimica y Fisicoquimica Bioldgicas (UBA -
CONICET).

En nuestro laboratorio se han modificado, con distin-
tos reactivos quimicos, los residuos de triptofano, ti-
rosina, lisina, metionina, arginina, histidina y icidos
aspartico y glutdmico de las hormonas de crecimiento de
mamiferos - en condiciones que no provocaron modificacio
nes conformacionales detectables por dicroismo circular.

La cinética de las reacciones se siguid determinando
el grado de modificacién de cada residuo, previo fraccio
namiento enzimitico de la molé&cula y aislamiento de los
péptidos que los contenian.

Se individualizaron, asi, segmentos de la cadena poli-
peptidica cuyos distintos residuos de amino Acidos reac_
cionaron facilmente frente a los respectivos reactivos
especificos, y otros, con residuos que lo hicieron par_
cialmente o que no reaccionaron. Podria deducirse que
esos segmentos son, respectivamente, total, parcialmente
y no accesibles al solvente.

Con esta informacidn, sumada a la resultante de deter-
minar: a) la distancia entre tirosinas y lisinas median_
te reactivos bifuncionales, b) la estructura secundaria
con métodos predictivos y ¢) la hidrofobicidad™e hidro_
filicidad de las distintas regiones de la cadena poli_
peptidica - se propone un modelo tridimensional de la
hormona de crecimiento bovina.
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AVANCES RECIENTES EN EL ESTUDIO DE RECEPTORES Y
PROCESOS DE TRANSDUCCION

FOTOTRANSDUCCION EN UN FOTORECEPTOR DE INVERTE
BRAPO, (Phototransduction in an invertebrate
photoreceptor). Bacl*alugo, J., Johnson. E.
Lisman, J. Depto.Blologla, Fac. Ciencias, U.
de Chile y Dept.of Biology Brandeis Univ. Wal-
tham, MA, E.E.U.U.

La fototransduccién Involucra una cadena de
eventos que culmina con un cambio de actlvidad
de canales i8nicos. Nuestro Interés esta enfo
cado a entender las Gltimas etapas de la trans
duccién. Hemos caracterizado los canales actl
vados por luz haciendo registros de patch -
clamp en célula (J. Gen. Physiol 87: 73; 1986),
En registros obtenlidos durante un estfmulo lu~-
minoso se pueden distinguir 2 tipos de eventos
unitarios, con conductancias de 15 y 40 pS. Am
bos tienen un potencial de inversién entre 0 y
10 mV y una probabilidad de apertura marcada-
mente dependiente del potenclial. Con el obje-
to de estudiar los canales en condiciones més
definidas que en ta célula, retiramos la plpe-
ta del fotorreceptor dejando el lado intracely
lar de la membrana expuesto al bafo., EI bafio
se perfundié con diversas soluciones contenien
do como i6n princlipal K y distintas concentra~-
ciones de Ca libre. El Ca particips en la
adaptacién del receptor a la luz inhibfendo la

conductancia activada por luz. En 10" 7M Ca
observamos una alta actividad del canal de 15
pS, que en estas condicliones perdié la depen-
dencia de ta luz. 10°%M Ca inhibieron el ca-
nal. Esto indica que una accién directa del
Ca sobre el canal podrfa producir la adapta -
cién. Estudios dirigidos a ldentiflicar el
transmisor responsable de la excitacidén son
ahora posibles en este sistema y los estamos
1levando a cabo.

Proyecto NSF INT-8610625.

ransduction and electrical resonance in hair

ells from the vestibulo-auditory system).
ggh%gga_J‘h Departamento de Fisiologia y.
lofisica, Fac. de Medicina, Univ. de Chile.

, . El proceso de transdyccion mecano-
eléctrica en el sistema vestibulo-auditivo de
los vertebrados se lleva a cabo en las células
ciliadas del cido interno. Estas células,
ubicadas en estructuras especializadas en la
transmision de vibraciones mecanicas, se carac-
terizan por poseer en su superficie apical un
haz de pseudo-ciligs(estereociligs} que se
mueven siguiendo al estimulo mec 109.E§tudlos

a

TROYRBYCCARY X SREGHAER BUPSTRIGH B CELuLAS
81

recientes, utilizando la tecnica de "patch-
clam + N gelulas ?éléadaghvgsgibglgres
completas de rana (Hudspeth,A. J.,Science
5355 5 de polle {ohmoritH u bhysiol®3e5, 188y,
muestran que el desplazamiento del haz j
cilios en la direccidn de su eje de simetria
groduce ung modulacion de_la gorriente de
ransduccion que entra a la celula. Kstimulos
cgi;brados de alrededor de 1 um de amplitud
maxima dan una relacidén sigmoidea entre
cogrriente y desplazamiento, con la corriente
maxima_ al mover los estereocilios en el senti-
do de los mAs largos y la minima al moverlos
en el sentido opuesto. Analisis de ruido
indica que el aumento de la corriente de
transduccion se produce por la apertura de

unos 0 canales, de alrededor de 13 pS de
gond:gtangla ubicedos en la superficie apical
e c

a,.célula ci iada. Por otra Earte, cuando
estas células se estimulan con pulsos_de,
corriente depglarizante muestran oscilaciones
amortiguadas del potencial de membrana a
frecuencias que son caracteristicas de, cada
celula. Esta resonancia eléctrica podria ser
exgllqada por la interaccion entre canales
voltaje dependientes de Ca++ y canales de K+
activedos pgor Ca++ que han sido identificados
en la superficie basolateral de las células.
En estos animales y en la tortuga la resonan-
cia eléctrica de las células ciliadas actua
como un filtro gqye reduce la amplitud de las
respuestas a_esfimulos de frecuencias dife-
rentes a la frecuencia caracteristica de cada
ceélula ciliada.

Coordinador: Pedro Labarca

EXPRESION DE RECEPTORES EN OOCITOS DE XENOPUS.
(Expression of receptors in oocytes of Xenogus).
Inestrosa, N.C. Grupo de Neurobiologia Molecular,
P. Universidad Catblica de Chile, Santiago.

El sistema del oocito de Xenopus laevis ofrece
grandes ventajas para estudiar la traduccidm de RNA
mensajeros. En efecto, el oocito poseé una gran efi-
ciencia en la traduccién de mRNAs exdgenos, junto a
una gran fidelidad en la produccibén de proteinas ma-
duras. En 1981, Barnard y Miledi describieron por
primera vez la aplicacidn de este sistema a un pro-
blema neurobioldgico. Después de microinyectar mRNA
obtenido del drgano eléctrico de Torpedo a oocitos,
estos sintetizaron e incorporaron a su membrana,re-
ceptores colinérgicos nicotinicos, los cuales eran
funcionalmente activos ya que respondian con una de-
polarizacidén de la membrana a la aplicacidn de ace-
tilcolina y la respuesta era eliminada en la presen-
cia de alfa-bungarotoxina.

Considerando que aparte del receptor colinérgico
la mayoria de los otros receptores se encuentrin en
el cerebro donde es muy dificil estudiarlos, es que
el cocito de Xenopus aparece como un excelente sis-
tema para analizar receptores de interés neurobiold-
gico. Entre los receptores ya expresados en oocitos
tenemos los de Serotonina, Glutamato,Glicina y GABA.
Los mRNAs utilizados fueron obtenidos de cerebro de
distintos animales,incluyendo:pollo, rata y hombre.
Las respuestas del oocito a los agonistas son rapi-
das (1 seg) o lentas (10 seg), las corrientes pueden
ser o no oscilatorias y los potenciales reversos va-
rian entre OmV y -20mV. De los receptores estudiados
el que se expresa mas eficientemente es el de Sero=~
tonina.

Financiado por DIUC y Stiftung Volkswagenwerk

EPITHELIAL RESPONSES OF MAMMALIAN TONGUE AND
THEIR tNVOLVEMENT IN TASTE TRANSDUCTION,

Simon, S.A. Departments of Physiology and
Inestﬁo:lology. Duke University Medical Center
Durham, North Carolina 27710,

The responses of mammalian tongue, placed iIn
a modifled yssing chamber, to salt (KC), NaCl,
NHsC1, TEAC1), sweetener (D-Glucose, Sucrose)
and bitter-tasting quinine were Investigated.
These experiments were conducted to further
explore the new paradigm of taste transduction
that correlates the electrical behavior of
lingual epithellum with neural responses-under
symmetric lonic conditions. The epithelial
responses are inhibited by ouabain and removal
of oxygen, demonstrating that the tongue is an
actively transporting eplithelium. When iIncre
ases In short circult current, for rebbit
tongue, induced by hyperosmotic concentrations
of several salts were compared, the following
sequence was found: KCI1 > NH,C) > NaCl > TEACI
These results are consistent with previously
published Integrated chorda tympani responses
as well as behavorial studies which showed
that rabbits prefer KC1 to NaCl. In compari-
son, the sequence for dog tongue was NaCl >
NH,C1 > KC1 > TEAC). Pharmacological studies
using ousbain and amiloride suggest that K*,
Na” and H* al) traverse the tongue through
different pathways. Different responses to
NaCl and Sucrose between the front and the
rear regions of the tongue, as determined
neurophysliologlically or psychophysically, are
also found In isolated epithellum,
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Simposio

BIOLOGIA, IDEOLOGIA Y SOCIEDAD

EL CARACTER SOCIAL DEL QUEHACER CIENTIFICO.
(The Social Character of Scientific Practice).
Echeverrfa, R. Instituto de Sociologfa, Univer-
BIdad CatdliIca de Chile.

Lgs desarrollos producidos en las ciencias bio-
légicas han representado avances significativos
en el reconocimiento de determinantes bioldgi-~
cos de la conducta humana, incluyendo el com-
portamiento social, Con ello se ha replanteado
la relacidn entre lo bioldégico y lo social, lo
que se ha traducido en diversos esfuerzos des-
de las ciencias biolégicas de explicacién de
fenémenos que previamente parecfan reservados

a disciplinas como la sociologfa. La sociobio-
logia representa tan sélo un esfuerzo, entre
muchos otros, en esta direccién.

En esta nueva compenetracién entre la biclogia
y las ciencias sociales, la primera es la que
ba modificado los térmwinos previos de la rela-
cién, al producir resultados que despiertan un
interés creciente entre los cientificos socia-
les. Sin embargo, una vez que los sociblogos
dirigen su atencidén hacia la biologia -wmds alléd
de la discusién que pueda establecerse sobre
los usos y abusos que socialmente se hagan de
sus resultados- no siempre se comprueba un ade-
cuado reconocimiento de parte de los biélogos
sobre el cardcter social de todo quehacer cien-
t{fico, el bioldgico incluido, y, por lo tanto,
de los determinantes sociales que inciden en
dicho quehacer. Se trata, en consecuencia, de
ingistir en el condicionamiento al que se halla
sometida la préctica investigativa de las cien-
cias bioldégicas, desde el punto de vista de
factores socialea diversos, como lo son los i-
deoldgicos y los institucionales.

¢ EXISTE FUNDAMENTOS BIOLOGICOS PARA EXPLICAR LA AGRE_
SION?.

L. Valladares. Unidad de Biologia de la Reproduccidn,
INTA, Universidad de Chile.

En 1915, E.0. Wilson publicd su libro ' Sociobiolo
gia:la nueva sintesis''. En esta obra Wilson tratd de prE
sentar, basdndose tanto en los hechos como en la teoria,
una visidn panordmica acerca de la naturaleza y fundamen
tos biolbgicos del comportamiento animal social, la socio
biologfa. La reaccidn inicial del tibro fue muy favora-
ble, sin embargo, al cabo de algunos meses se produjo un
furibundo ataque, por parte de un grupo de notables cien
tificos que se autodenominaron '' Grupo de Ciencia para
el Pueblo dedicado al Estudio de la sociobiologia''. No
solo las ideas de Wilson fueron atacadas, sino que se
acusS al propio autor de estar aliado con los pensadores
politicos m3s reaccionarios. A partir de ese instante se
inicié uno de los mis interesantes y polémicos desafios
de la ciencia biolBgica de Tos Gltimos afos. Creemos que
es provechoso someter a consideracidn la controversia de
la sociobiologia, y para esto he tomado como modelo la
agresidn

El estudio de los origenes del comportamiento agre
sivo, criminal y antisocial es uno de los aspectos del
proceder humano que continuamente ha absorbido el inte-
rés de los cientificos. Es mi intencidn examinar qué ar-
gumentos pueden esgrimirse a favor de 1a sociobiologia
de la agresidn y cuales en contra de ella; la controver-
sia de la sociobiologia es una controversia bioldgica y
debe, por tanto ser analizado desde un punto de vista de
esta ciencia.

Coordinador: Ennio A. Vivaldi

& HAY FACTORES GENETICOS QUE CONDICIONAN EL ACCESO DIFE-
RENCIAL A LOS ESTRATOS SOCIOECONOMICOS ? .

valenzuela C.Y. Departamento de Biologla Celular y Gené&-
tica. Facultad de Meldicina, Universidad de Chile.

Existe un gradiente socioecondmico en Chile. Los estra-
tos sociocecondmicos altos presentan frecuencias de grupo
sanguineo A y Rh(-) superiores. La hipStesis que susten-
tdbamos y parecia explicar este gradiente se basaba en
dos factores histdérico-culturales: a) La particular mis-
cegenacidn inicial de la poblacién chilena y su relacidn
con la estratificacidn social y b) El matrimonio discri-
minado por estrato socioecondmico. Los métodos de contras
tacidén de estas hipbtesis son los estudios de muestras de
dadores de sangre clasificados segiln la estratificacidn
propuesta por el Prof. O. Sepillveda y las t&cnicas norma
das de marcadores genéticos o los estudios de muestras
de individuos tomados de grupos de estratos conocidos.
Nuestras hip8tesis se han revelado insuficientes para ex
plicar los siguientes resultados : 1) Se encontrd el mis
mo gradiente sociogenético para ABC en Inglaterra.

2) El estrato mds alto chileno tiene frecuencias gendti-
cas mis altas de los alelos A y Rh(-) que las poblaciones
europeas. 3) El gradiente interactiia con el sexo en Chile
e Inglaterra. 4) No se encontrd el gradiente para el ale-
lo B que deberia comportarse igual que el A.

PRI 831040279 DIB U. de Chile.

EL DETERMINISMO BICLOGICO (Biological determinism) .
Vivaldi, E.A. Departamento de Fisiologia y Biofisica.
Fac. de Medicina, Universidad de Chile.

Un sistema social debe reproducir sus propias condicio
nes de existencia no solo para su mantencidn a futuro,
sino como requisito para su estabilidad presente. La préc
tica social de sus integrantes debe generar la aceptacidn
de un conjunto de convicciones acerca del cardcter de in
variantes de los determinantes de la organizacidn social.
Estos determinantes pueden ubicarse fuera de los seres
humanos, o ser considerados parte de su naturaleza intrin
seca. En este iltimo caso, la organizacidn social existen
te puede ser explicada como el resultado necesario e in-
mutable, la compleja expresidn fenotipica, de una reali-
dad bioldgica previamente presente en sus individuos.

Conceptos como evolucién, adaptacién y seleccidn natu-
ral han inspirado entusiastas especulaciones sociobiold-
gicas gue hacen aparecer el presente como una optimiza-
cién insuperable. A veces, simples analogias entre ras-
gos de sociedades humanas y de otros seres vivos, han
servido de fundamento para sostener un determinante bio-
18gico comiln. Sin embargo, las bases neurales del compor
tamiento humano socialmente relevante, asi como la espcj
cificacidén genética de esas bases neurales, son areas
del conocimiento cuyo desarrollo actual estd lejos de
permitir el reduccionismo pretendido. Ciertamente, son
insuficientes para declarar obsoletos conceptos como li-
bertad humana o cambio social.

Si bien las interpretaciones bioldgicas del guehacer
social parecen infundadas, ellas ofrecen un interesante
campo para interpretaciones socioldgicas del quehacer
biolégico. En particular, para estudiar la influencia que
sobre los bidlogos ejercen tanto el sistema de poder po-
1itico en que su quehacer se inserta, como aquellas ideas
que la sociedad tiene sobre si misma y que contribuycn
a su propia estabilidad.
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ASPECTOS PRACTICOS DE NMR DE ALTA RESOLUCION.
Practical Aspects of High Resolution NMR.

M. Becerra. Provinco Ltda. Santiago, Chile.

La tecnica NMR ha logrado avances exiraordinarios, sobre todo en los ultimos 10
anos. Con la incorporacion de la tecnica de Fourier, se logro superar, en forma
substancial, los problemas de sensibilidad y velocidad de analisis, permiliendo
ademas, el desarrollo de experimentos especiales, Con estos, hoy se logra oblener una
considerable informacion sobre la estructura molecular y de practicamente todos los
nucleos que presentan el fenomeno de NMR, tanto en soluciones como en solidos.
Asimismo, el desarrollo reciente de instrumentos que permiten efectuar especiroscopia
in vivo y tomografia, estan comenzando a escribir un nuevo capitulo de esta tecnica,
con proyecciones incalculables. Sin duda, los avances en el campo de los
computadores, tecnicas de super conductividad, secuencias de pulsos y desarrollo de
software han sido fundamentales para estos logros. Sin embargo, la rapidez de estas
evoluciones, impone exigencias nuevas como la separacion especial de los operadores y
usuarios, en el uso de los instrumentos y en la interpretacion de la informaocion
obtenida. Particularmente, el uso de magnetos superconductores obliga a aprender su
operacion y mantenimiento con el meanejo y suministro de liquidos criogenicos. Con
todo, esta tecnica analilica es la que ha tenido, posiblemente, la evolucion mas
espectacular en un periodo de tiempo sumsmente corto,

Presentaremos una breve resena historica senalando los mayores adelantos, uns
breve descripcion de la tecnica de Fourier comparada con el sistema continuo para
analizar en mayor detalle factores como sensibilidad, operacion de los instrumentos
incluyendo la faclibilidad del uso de magnetos superconductores en Chile. Luego del
desarrollo de la tecnica NMR-Fourier, han surgido una gran cantidad de secuencias de
pulsos, tanto en una como en dos dimensiones, La informacion que permite oblener es
espectacular, sobre todo de los nucleos mas importantes como 'H y '*C. Asimismo, han
sido la base para el desarrollo de la tomografia por NMR cuyss proyecciones son
insospechadas,

Describiremos, brevemente, algunos experimentos en una dimension (INEPT, DEPT),
presentando ejemplos reales. Asimismo, detallaremos los diferentes experimentos en
dos dimensiones, tanto homonuclear como heteronuclear (HOMO-2D-]J HETERO-2D-J,
HETERO-2D—correlacionada), mostiando ejemplos de aplicaciones reales.

EPR (ELECTRON PARAMAGNETIC RESONANCE) IMAGING OF
BIOLOGICAL SPECIMENS.

Imagenes de Especimenes Biol6gicos con EPR (Resonancia Paramagnética Electrénica)

Lawrence J. Berliner, Antonello Sotgiu, and Hirotada Fujii, Departament of Chemistry,
Ohio State University, Columbus, Ohio 443210

The promise of new methods of non-invasive detection of tissues, organs and
physiological metabolites has come recently with the advent of magnetic resonance
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imaging and /# vsivo NMR. The other magnetic resonance imaging modality, is electron
paramagnetic resonance (EPR), or electron spin resonance (ESR), which detects
paramagnetic free radical species directly in biological systems. The involvement of
free radical processes in mechanisms or carcinogenesis and aging have been studied
intensively in the past principally by in vifro methods. More recently, free radical
species have been suggested in heart disease (myocardial ischemia).

We have been attempting non—invasive detection, diagnosis and imaging of tissues and
organs utilizing ESR (eleciron spin resonance) spectroscopy. ESR imaging has similar
resolution to NMR, but whith the important advantages of higher sensitivity and, in
the case of spin labels, specific information about molecular environment. It has
already been demonstrated that both detection and imaging of natural and extraneously
introduced free radicals in biological systems is very powerful. The results of these
studies may lead to new procedures of diagnosis of molecular diseases.

LASER PHOTO-CIDNP NMR OF a-LACTALBUMIN
Laser—~Foto—CIDNP NMR de a—Lactoalbimina.,

Lawrence J. Berliner, Department of Chemistry, The Ohio State University, Columbus
Ohio 43210, US A.

The large intensity enhancements of NMR lines observed for the products of free
radical reactions have fascinated chemists for over two decades. The effect is called
chemically dynamic nuclear polarization (CIDNP). Basically, it arises from a spin
selection process acting during recombination of radical pairs, which leads to
greatly distorted population differences of nuclear spin state levels. The last few
years have seen the application of CIDNP to biochemical problems where the aim is to
obtain  structural information on biological macromolecules and on their interactions
with ligands. CIDNP effects can be generated in amino acid residues by light
irradiation of a protein solution in the presence of a flavin dye. Photo excitation
of the dye is accomplished by laser irradiation of the solution directly in the NMR
probe. The CIDNP effects arise from reversible electron or hydrogen atom transfer
reactions of the photoexcited dye with aromatic amino acids. Back reaction of the
intermediate radical pairs leads to nuclear spin polarization, This, in turn, results
in strong and specific intensity enhancements in the 'H-NMR spectrum of the side-
chain  protons of histidine, tyrosine, and tryptophan. Since for the photoreaction
contact is necessary between the photoexcited dye and the amino acid side chains, the
method tests for side—chain surface accessibility. Compared to other surface probes,
it has the high intrinsic resulution of NMR and the capability of identifying
individual surface residues that can be distinguished from those lying in the
interior of a protein.

a-Lactalbumin (a—LA), a principal milk whey component, functions as a "modifier"
protein in lactose biosynthesis. The unique structural changes which accompany the
association of one molecule each of galactosyltransferase and the a-LA manifest
themselves in an altered specificity from N-acelylglucosamine to glucose acceptors.
a-Lactalbumins from different mammalian species show a great deal of sequence
homology. The primary structure is also similar to that of lysozyme. No crystal
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structure has been reported, but a molecular model of bovine a—lactalbumin has been
calculated from energy minimization on the basis of the lysozyme crystal structure.
Photo—CIDNP spectra have been obtained for five different a—lactalbumins and the
results have been compared with predictions based on the atomic model and with other
surface exposure data. The spectra contain lines of all three polarizable amino acid
residues.Cross—polarized line were also identified and comparison with spectra from
the different species afforded assignments for most of the polarized lines. Our work
also monitores the extremely strong binding of calcium to a-LA, causing a unique
conformational change monitored by intrinsic fluorescence and CIDNP.

APLICACIONES DE LA ESPECTROSCOPIA DE "F-NMR Y 'H-NMR
EN MONOMEROS Y POLIMEROS SINTETICOS.

Applications of '"F-NMR and 'H-NMR. Spectroscopy in Synthetic
Monomers and Polymers.

GS. Canessa. Polimeros, Departamento de Quimica, Facultad de Ciencias, Universidad
de Concepcion,

El uso mas frecuente dado a la espectroscopia NMRcorresponde a la determinacion de
estructura de moléculas orginicas de bajo y alto peso molecular. Sin embargo, es
posible en algunos casos utilizar la espectroscopia NMR para determinar la constante
de formacidn de un complejo de transferencia de carga, la velocidad de polimerizacion
de un par de comondmeros, la conformacion de una molécula, la secuencia
configuracional de un homopolimero y evidencias en el mecanismo de una
copolimerizacion,

Al copolimerizar anhidrido maleico (AM) con 11-bis(p~fluorfenil) etileno {(BPFFE)
con AIBN en THF a 60°C se obtiene un copolimero y un aducto 1:2 rico en AM. Si la
reaccion se realiza en benceno a 0-5°C iniciada por luz UV, se obtiene también un
copolimero y un aducto 21 entre AM y el solvente. Se utilizé la espectroscopia de 'H
y ""F-NMR para identificar y caracterizar los compuestos (1).

El anhidrido difluormaleico {ADFM), mondmero'acept.or de electrones (A), forma
complejos de transferencia de carga con mondmeros dadores de € (D), como
fenilviniléter, p—dioxeno, etc.

Determinando el desplazamiento qufmico de la sefial de '"F~-NMR del mondmero acep—
tor sin monémero dador de € y delerminando la variacién de la sefial observada al

agregarle cantidades crecientes del monémero dador de 8 es posible determinar la
constante de formacién del complejo en forma grifica (2).

En la sintesis del anhidrido difluormaleico se obtiene como  productos
intermediarios los &cidos clorotrifluorsuccinico (ACITFS) y trifluorsuccinico (ATFS).
El espectro de ""F-NMR del ACITFS fue analizado como un sistema ABX utilizando
un programa de computacidon multinicleo LACOON para simular el espectro. Se comprobd
que hay restriccion de la rotacion alrededor del enlace simple ~CF,~CFX- por lo que

se postula el rotamero 1 como la conformacién mds probable para esa molécula (2).
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El espectro de '"F-NMR del ATFS fue analizado como un sistema ABMX, donde X
es el atomo de hidrogeno, usando el mismo programa computacional. Se propone el rota—
mero 2 como la conformacion mas probable de acuerdo a las magnitudes de Jox y Jpx.

La copolimerizacion entre fenilviniléter (FVE) y ADFM se puede seguir mediante
espectroscopia de 'H-NMR polimerizando el sistema directamente en el equipo de
resonancia. El rendimiento a intervalos de tiempo se puede determinar de la
disminucién de la sefial del protén metinico caracteristico del polimero. Se determind
para rendimientos bajos, que la velocidad bruta de polimerizacién es dependiente sélo
de la concentracién del iniciador e independiente de la concentracién de comondmeros.
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Para determinar como se abre el doble enlace del ADFM durante la copolimerizacicn
con FVE, se sintetizaron copolimeros de igual estructura a partir de mondmeros
diferentes, con el objeto de comparar sus espectros de '"F-NMR y estudiar Ia
variacién de ellos con respecto a la temperatura de copolimerizacion (3). Se concluye
que el doble enlace del ADFM se abre en forma cis de manera creciente con el aumento
de la temperatura de polimerizacién.

El polimetilmetacrilato (PMMA) es un homopolimero muy apropiado para hacer
estudios de tacticidad. El espectro de 'H-NMR de 400MHz de PMMA atictico obte—
nido via aniénica muestra los 10 picos correspondientes a las 10 péntadas distinguibles
en 'H-NMR. Usando las estadisticas de Markov es posible asignar a cada sefial
la secuencia configuracional que le corresponde (4).

Ademis, se dan ejemplos de estrucluras copoliméricas determinadas por 'H-NMR y
*C~NMR en los dltimos tres afios.
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STEREOCHEMICAL COURSE AT PHOSPHORUS OF THE REACTION
CATALYZED BY MEVALONATE DIPHOSPHATE DECARBOXYLASE AS
DETERMINED BY °*P-NMR.

Determinacién por *'P-NMR del curso estereoquimico del fésforo en la reaccién
catalizada por la mevalonato difosfato descarboxilasa.

Emilic Cardemil, Radha Iyengar and Perry A. Frey. Departamento de Quimica,
Universidad de Santiago de Chile and The Institute for Enzyme Research, University of
Wisconsin, Madison.

The determination of the stereochemical course of enzymic phosphory! transfer
reactions depend on the availability of a chiral substrate analog at phosphorus and
an experimental way of determining the chirality of the generated reaction product.
The synthesis of chiral ATPyS at yP by O and 'O replacement of *O has solved the
problem for a number of enzymic reactions, while the analysis of the product is made
possible by taking advantage both of the '®O chemical shift on the *P-NMR and the
0O quadrupolar effect on the same P~NMR signal. We have used this approach to
determine the stereochemical course at phosphorus of the reaction catalyzed by
chicken liver mevalonate—5—diphosphate decarboxylase:

24+

mevalonate-5-diphosphate +~ ATP —— isopentenyldiphoshate + ADP + CO, + P,

We found that ATPyS behaves as an appropriate substrate analog for the enzyme
(relative rate for ATPyS/ATP = 001), thus allowing us to use (y-S)gy-"Oy-
0®0O]JATPyS in the stereochemical study. The ["O®O] thiophosphate generated
was stereospecifically incorporated in the g position of (8-S)g~'"O'*0OJATPES and
(8-R)[p-"0,°0]ATPSS, and both samples were analyzed by *P-NMR. The analysis
showed that the reaction under study proceeds with inversion of the configuration at
phosphorus, thus suggesting a single displacement mechanism for the formation of the
ternary complex containing the enzyme and its two substrates.

Supported in part by FNC-Chile and National Institute of General Medical Sciences,
USA.
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APLICACIONES DE ESPECTROSCOPIA DE NMR EN PRODUCTOS
NATURALES CHILENOS. TERPENOS Y ALCALOIDES.

Applications of NMR Spectroscopy to Chilean Natural Products, Terpenes and Alkaloids.

Mariano Castillo, Departamento de Quimica, Facultad de Ciencias, Universidad de
Chile.

Los objetivos de nuestra linea de investigacidn apuntan al estudio quimico
sistemdtico de especies vegetales endémicas— incluyendo organismos marinos— a la
bisqueda de productos naturales bioactivos (con particular énfasis en insecticidas de
origen natural y compuestos con actividad hipotensora) y al estudio del posible rol
ecolégico de estos metabolitos secundarios.

En el transcurso de estas investigaciones hemos tenido amplias oportunidades de
aplicar diversas técnicas de NMR en la resolucién de las estructuras quimicas de los
diversos metabolitos secundarios aislados, que generalmente corresponden a moléculas
de bajo peso molecular (entre 300 y 600 Dalton).

Particularmente informativos han resultado los trabajos en curso con diterpenos
del tipo clerodano aislados de Compuestas y Labiadas, como asimismo con alcaloides
derivados del tropano aislados de géneros endémicos.

En el caso de los diterpenos, los andlisis de los espectros de '*C han sido los
mds informativos, dado que se trata de moléculas con pocos grupos funcionales lo que
no permite una separacion adecuada de las sefiales de los protones. La estereoquimica
total de la molécula se determina también con precisién a partir d¢ NMR de '*C. En
cambio, la dilucidacién estructural de los alcaloides derivados del tropano se basa
fundamentalmente en NMR proténica, ain cuando NMR de '*C permitiria aclarar otro
detalles estructurales finos.

Se ilustrardn estas generalidades con algunos problemas especificos.

USE OF °*P NUCLEAR MAGNETIC RESONANCE AND CHIRAL [y-
(5)-'°0,"0*0JATP TO INVESTIGATE THE STEREOCHEMICAL
COURSE OF THE REACTIONS CATALYSED BY KINASES

Uso de *'P Resonancia Magnética Nuclear y [y-(5)-'°0,70%0JATP Quiral para
Investigar el Curso Estereoquimico de Reacciones Catalizadas por Quinasas.

Athel Cornish-Bowden. Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de
Chile, Casilla 653, Santiago, Chile (on leave of absence from: Department of
Biochemistry, University of Birmingham, P. O. Box 363, Birmingham B15 2TT, England)

Determination of the stereochemical course of substitution reactions at phosphorus
atoms became possible with the development of methods of synthesizing and
stereochemically characterizing phosphate derivatives in which some of the '®0 atoms
bound to the phosphorus atom are replaced by oxygen isotopes or by sulphur, thereby
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introducing chirality at phosphorus into molecules that are normally non-chiral
Although methods of determining the stereochemistry of these compounds have been
proposed based on circular dichroism and on mass spectrometry, the method that has
proved most successful in practice has used 3'P-NMR.

As developed in Lowe's laboratory at Oxford, the method of determining the
stereochemical course of reactions catalysed by kinases use chiral [*0,0,'*0]JATP
as substrate, and analyses the stereochemistry of the phosphorylated product by
relating it to the known stereochemistry of the glucose 6-['°0,'70,'*O]phosphate
produced in the corresponding reaction catalysed by hexokinase, or, in the case of
hexokinase itself, by analysing this product itself. The analysis is carried out by
cyclizing and methylating the glucose 6-{'*0'70/Olphosphate to give a cyclic
triester from which one (at random) of the three original terminal oxygen atoms is
lost and the other two are converted into chemically distinct states, one becoming an
oxo group and the other becoming part of a methoxy group. The *P~NMR analysis then
takes advantage of the fact that an 'O atom introduces a small chemical shift in the
%P atom to which it is attached, whereas a 'O atom causes such extreme line
broadening that in effect any *'P atom involved in a bond to a 'O atom disappears
from the *P-NMR spectrum.

This approach has been applied to hexokinase D from rat liver (Pollard-Knight e¢
al, 1982), and has shown that this enzyme, in common with other kinases that have
been studied, catalyses a reaction that proceeds with inversion of configuration at
phosphorus.

Pollard—Knight, D, Potter, B. V. L, Cullis, P. M, Lowe, G. & Cornish-Bowden, A.
(1982), Biochem J 201, 421-423.

ANALISIS CONFORMACIONAL DE DERIVADOS DEL
OCTAHIDROFENANTRENO

Conformational Analysis of Octahydrophenanthrene Derivatives.

M. Gonsales. UN.R. IQUIOS 200 Rosario, Argentina.

Con el objeto de estudiar la geometria del receptor responsable de la accion
analgesica, se prepararon sinteticamente una serie de compuestos derivados del
4ametil octahidrofenantreno, cada uno de los cuales posee una estereoquimica
definida, a iraves de la secuencia sintetica. Para definir completamente la geometria
del ligando fue necesario definir tambien su conformacion mas probable en solucion,
Se discutira el uso de NMR de protones para la estimacion de la conformacion
preferida,
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ANALISIS POR '*C NMR DEL METABOLISMO DE GLUCOSA-{1-'*C] EN
CRITHIDIA FASCICULATA. EVIDENCIA DE LA FIJACION DE CO, POR

LA FOSFOENOLPIRUVATO CARBOXIQUINASA.

Analysis by '3C NMR of the Glucose-{1-'*C] in Crithidia fasciculata. Evidence of
the CO, Fixation by Fosfoenolpyruvate carboxykinass,

B, Frydman®, C  de los Santos®, G. Buldain®, JJB. Cannata® y JJ. Cassulo®.
Facultades de Farmacia y Bioquimica® y de Medicina® (Universidad de Buenos Aires) e
Instituto Nacional de Diagnostico e Investigacion de la Enfermedad de Chagas®, Buenos
Aires, Argentina,

El metabolismo de la glucosa en el parasito Crithia fasciculata se estudio in vivo
haciendo uso de la tecnica de '°C NMR. Se encontro que bajo condiciones anaerobicas
la glicolisis de glucosa—{1-'C] formabs principalmente etanol-{2-'*C] succinato—{2-
3C] y glicerol-(1,3-'%C2]. Estos productos eran excretados al medio de incubacion,
pero en las celulas fue posible detectar tambien fosfoenolpiruvato—{3-'C], ademas de
los metabolitos mencionados. Por adicion de bicarbonato de sodio a la mescls de
incubacion se pudo detectar L—-malato—{3-**C] entre los metabolitos excretados,
mientras que la relacion etanol:succinato = 2 enocontrada en ausencia de bicarbonato
cambisba a wuna relacion = 0,6 en presencia de este ultimo. Bsto era debido & un
desplasamiento del equilibrio entre la carboxilacion del fosfoenolpiruvato que
conduce al succinato, y la decarboxilacion del piruvato que conduce al etanol. La
adicion de 25% D,O a la mescla de incubacion llevo a la formacion de etanol-{2-'*C,

2-D] producido por la incorporacion de D* al piruvato en reacciones mediadas ya ses
por la piruvato quinasa o la ensima malica. No se encontro incorporacion de D* en el
L-malato, lo que excluye la posibilidad que este ullimo se origine en la
carboxilacion de piruvato, y refuerza la evidencia que el L-malsto se origina en la
carboxilacion  del fosfoenolpiruvato a oxaloacetato por la  fosfoenolpiruvato
catboxiquinasa. La formacion de succinato[2-'*C, 2-D] bajo las mismas condiciones
refleja la incorporacion de D* durante la reduccion del fumarato, Cuando las
incubaciones se llevaron a cabo en 100% D,O se encontro mayor incorporacion de

deuterio en algunos metabolitos, lo que refleja la existencia de NADD y de reacciones
enzimaticas mas impermeables sl intercambio con deuterio.

NUCLEAR RELAXATION AND OVERHAUSER EFFECT STUDIES OF
ENZYME-SUBSTRATE INTERACTIONS.

Uso de Relajacion Nuclear y Efecto Overhauser en el Estudio de Interacciones Enzima—
Sustrato.

Albert S. Mildvan, Department of Biological Chemistry and Chemistry, Johns Hopkins
University School of Medicine, Baltimore, MD 21205,

Paramagnetic effects of enzyme—bound metal ions on 1/T, of substrate nuclei at

several magnetic fields have been analyzed to yield metal-nucleus distances on
enzymes (1). Interproton NOE's at two magnetic fields have yielded local correlation
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times and interproton distances on enzymes (2). These distances have been used to
deduce the locations, conformations, and arrangements of enzyme-bound substrates.
Active site binding has been established by displacement experiments with competitive
inhibitors, and by evaluation of substrate exchange rates from 1/T, measurements.

On cAMP-dependent protein kinase, the substrate Co(NH,),ATP has a high anti
glycosyl angle { x = 80 * 10°) and an O/endo ribose pucker (3). The bound
pentapeptide (Arg—Arg—Ala—Ser—Leu) and heptapeptide (Leu-Arg Arg-—Ala—Ser—Leu—Gly)
substrates exist in highly exiended coil conformations with no internal H-bonds, as
determined by distances from Mn?* to backbone Ca and amide (NH) protons of these
peptides (4).

On both rabbit muscle adenylate kinase (194 amino acids) and on a 45 amino acid
fragment of this enzyme (residues 1-45) which binds MgATP with comparable affinity,
MgATP has a glycosy! angle, x = 656 + 20° and a 3'-endo ribose pucker. On both enzyme
and peptide, bound MgATP and Cr**ATP interact with hydrophobic residues (ile, leu,
val, or thr) 2D NMR, CD, and FTIR spectroscopy indicate this peptide to be
structured in solution with regions of a-helix and g-sheet, consistent with the X-
ray structure of this portion of the enzyme. A model of the peptide, based on the X-
ray structure of the enzyme, accommodates MgATP in a manner consistent with the
NMR distances (2).

On the large fragment of DNA Polymerase I, the substrates MgdATP and MgTTPand
the substrate analog AMPCPP have an anti glycosyl torsional angle (x = 50 = 15°) and
an O, endo deoxyribose pucker (§ = 100 = 20°), appropriate for nucleotide residues of

B-DNA. Templates and primers do not alter these conformations. In contrast, enzyme-
bound dGTP exists in at least two conformations in the absence of template, one of
wich is syn”, while in the presence of oligo(rU) 43 = 9 only a single B-like
conformation is detected possibly due to the formation of a G-U wobble base pair. The
enzyme—bound templated oligo(rU) and oligo(rA} are partially immobilized, and are
held in a conformation such that their average nucleotides are more B-like than A- or
Z-like. NOE studies indicate that the enzyme binds substrates near at least two
hydrophobic residues including ile, and an aromatic residue, probably tyr. The enzyme
binds templates near cationic arg andfor lys residues, and a hydrophobic residue (5,
6).

Enzymes thus bind unique and specific conformations of flexible substrates,
usually highly extended forms which maximize enzyme-substrate interactions.

(1) Phil. Trans. Roy Soc Lond B 298, 56 (1981); (2) Biochem. £4, 4680 (1985); (3)
Biochem. 22, 3439 (1983); (4) Biochem £8, 3161 (1984); (5) Biochem. 24, in press
(1985); (6) Biockem., submitted,
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NUCLEAR RELAXATION RATES STUDY OF GTP(yF)~-TUBULIN
INTERACTION USING F-NMR.

Estudio de la Interaccién Tubulina—GTP(yF) Mediante Velocidades de Relajacion
Utilizando "F-NMR.

Monasterio, O. and Timasheff, S. Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, U de
Chile, Santiago, Chile, and Graduate Department of Biochemistry, Brandeis University,
Waltham, Massachusetts, US A.

Tubulin is dimer of MW 110000 which self~assembles in the presence of GTP and
Mg?* to form microtubules (1). It has generally believed that tubulin posseses two
sites abt which a guanine nucleotide phosphate (GTP or GDP) can be non-covalently
bound. One of these sites (the N-site) appears to hold the nucleotide firmly and does
not exchange it with nucleotides in solution. The nucleotide at the other site (the
E-site) is supposed to be in rapid equilibrium with free nucleotide in solution.
Tubulin has one mole of magnesium tightly bound per mole of dimer.

To study the relationship between the E-site and the metal site we sinthesized P*-
fluoro P'-5-guanosine triphosphate [GTP(yF)] an analog of GTP. The inhibitory effect
of this analog on both the polymerization and the colchicine—dependent GTPase
activity of calf brain tubulin were studied. Our results (2) demonstrated that this
analog was a reversible competitive dead—end inhibitor with respect to GTP on the
colchicine-induce GTPase activity with a Ki value of 18 * 06 x 10™* M. It binds to
the E-site competitevely with respect to GTP, diminishing the rate and extent of
tubulin polymerization,

The distance separating the high—affinity binding site for the divalent metal ion
and the exchangeable nucleotide binding site was evaluated by using high—resolution
F-NMR (3). The *'P and "°F NMR spectra of GTP(yF) were studied, both the fluor—
ine and the y—phosphate were splitted in a doublet with a coupling constant of 936 Haz.
Tubulin purified by the method of Wisenberg (4) incubated with 1 mM Mn?*, after one
cycle of assembly, replaces Mg?* only partially, 60%, at the high affinity binding
site. After colchicine treatment of tubulin to stabilize it, GTP(yF) was added and the
254 MHz 'fluorine relaxation rates measured within the first four hours,
Longitudinal and transversal relaxation rates were determined at two concentrations
of GTP(yF) and variable concentrations of colchicine~tubulin~-Mn(II), (paramagnetic
complex), or the ternary complex with magnesium (diamagnetic complex). The analysis
of the relaxation data indicates that the rate of exchange of GTP(yF) from the
exchangeable nucleotide site has a lower limit of 2.35 x 10° sec™ and the metal and
exchangeable nucleotide binding sites are separated by an upper distance of 6 A.
These data confirm that the high affinity bivalent cation site is situated in the
same locus that the exchangeable nucleotide, forming a metal-nucleotide complex.

(1) Ann. Rev. Biochem 49, 565-591 (1980);, (2) and (3) Biochemistry, submitted;
(4)Biockemistry 9, 4110-4116 (1970).
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APLICACIONES DE NMR EN MEDICINA.

Applications of NMR to Medicine.

M. Pieber. Comisién Chilena de Energia Nuclear.

La espectroscopia de NMR es una metodologia de anilisis no destructiva, no
invasiva, basada en la absorcion de energia en el rango de la radio frecuencia por
parte de los ndcleos de dtomos que poseen momentos magnéticos.

Durante los dltimos diecisiete afios esta técnica ha permitido grandes logros en el
estudio de las estructuras de productos naturales y sintélicos. Su aplicacion en
medicina fue sugerida en 1971 por Raymond Damadian del Centro Médico de la
Universidad del Estado de Nueva York, siendo Paul Lauterur el pionero en la técnica
de obtencién de imdgenes (Zeugmatografia o tomografia de im4genes).

La tomografia de NMR est4 actualmente logrando grandes éxitos en el campo de la
medicina para el anilisis morfolégico de tejidos, Organos y organismos enteros. La
tomografia mas utilizada hoy en dia es aquella para nfcleos de hidrégeno, que
representa el elemento quimico mas abundante en los seres vivos. Sin embargo,
tomografia a base de otros atomos de interés bioldgico, tales como el sodio y el
fésforo, constituyen el desafio mas préximo de esta tecnologia.

Con el desarrollo actual de esta met6édica es posible obtener valiosas
informaciones acerca de lesiones a nivel de tejido cerebral, vesicula biliar,
vasculares, hepdticas, renales, elc. y en general de tejidos blandos, incluyendo la
tomografia de cuerpo entero, Si bien, la de hidrégeno de tejido Sseo no es posible,
dado el bajo contenido de agua de éstos, algunas alteraciones pueden ser detectadas.

Por otra parte, de gran utilidad han resultado las técnicas de NMR mas
convencionales al estudio de transtornos nutricionales y metabdlicos especialmente
aquellos relacionados con el metabolismo energético del fosfoforo. Asi, por ejemplo,
el sindrome de Mc Ardle, que es una enfermedad genélica caracterisada por un
debilitamiento muscular, ha podido ser diagnosticada en pocos minutos mediante la
informacién obtenida de los metabolitos fosforados del misculo.

Los riesgos que esta técnica involucra pueden estimarse como minimos, en
comparacién con cualquier otro tipo de tomografias. Los posibles riesgos estdn siendo
evaluados en animales de experimentacion y si los hubiera éstos podrian derivar de la
magnitud de las intensidades de los campos magnéticos utilizados. Por ello y por
ahora se han establecido normas preventivas de seguridad, en cuanto a las méaximas
intensidades de campo magnético utilizable para tomografia de diferentes érganos.

La dnica limitacion importante radica en que no se puede aplicar a pacientes que
tengan prétesis metdlicas o marcapasos, lo que en el futuro serd subsanable cuando
dichas inserciones sean reemplazadas por plésticos.

El avance tecnoldgico que adn se pueda lograr en tomografia de NMR es indudable y
se extenderd por muchos afios mas,
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El desarrollo actual de esta técnica es comparable al que tenfan los rayos X a
principio de este siglo. En unos diez o veinte afios mas es posible que se pueda
obtener completa informacién del interior morfolégico y metabblico del organismo
humano.

Por ahora, los equipos de mayor alcance que utilizan imanes superconductores son
demasiado costosos, ya que requieren por lo menos de un espacio de unos 50 m? de
instalacion, una serie de equipos auxiliares y un costo de mantencién muy elevado.

En resumen, el uso de la tomografia d¢ NMR se proyecta como la gran metodologia
del futuro. Una vesz que alcance el desarrollo adecuado y se pueda disponer de un
equipo de multipropésito de costo razonable, lo probable que esta metddica
proporcionard la tecnica de diagndstico mas cuantititativa y confiable, nunca antes
alcanzada, ni siquiera con el conjunto total de las técnicas de diagndstico
actualmente en uso.

PROTON NMR STUDIES OF MACROMOLECULES,

Estudio de Macromoléculas por NMR de Protones

AG. Redfield. Departaments of Biochemistry and Physics, Brandeis University,
Waltham, US A,

I will briefly review studies of tRNA structure and dynamics using one dimensional
nuclear Overhauser effect and dynamic NMR in H,0. Then I will describe development of

isotope labeling (**C and °N) in conjunction with proton NMR to simplify the proton
spectrum of larger molecules by removing all proton NMR signals, in a difference
spectrum, except those of protons attached to labeled carbons or nitrogens. In
collaboration with others (1), we have used labels of this type to isolate the ring
NH resonances of a tRNA with its cognate aminoacyl tRNA synthetase, and of T4
lysozyme amide protons. The basic NMR strategy (2) is difference spectroscopy using
either decoupling, or Hahn spin echoes with a heteronuclear 180° pulse applied at
the same time as the proton 180° pulse. Difference spectra are taken with the
heteropulse either at (or near) resonance, and far off resonance. Two dimensional N
(or '°C)-proton spectra are also useful {2). By double labeling of neighboring
carbonyl carbons (unpublished) we have been able to identify resonances of all six
phenylalanine amide protons in T4 lysozyme, from the carbonyl-carbon~to-amide proton
splitting, and then to get geometric information about the surroundings of these
protons. In the case of & cofi tRNA%® we show that the two pseudouridines near
the anticodon are contacted by the enzyme. This strategy should by generally
applicable to macromolecules and complexes in the range of 50 KD or possible larger.

1. R. Griffey, R. Dahlquist, M. Weiss, M. Jarema, D. Soll, R. Swanson, and P. Hoben,
unpublished.

2. R. Griffey et al/., Bichemistry £8, 4395 (1985).
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USE OF “F AND *P-NMR SPECTROSCOPY AND CHEMICAL

MODIFICATION FOR DETECTION OF STRUCTURE-FUNCTION

RELATIONSHIPS IN ENZYMES. FRUCTOSE-1,6-BISPHOSPHATASE
AND ASPARTATE AMINOTRANSFERASE.

Uso de la espectroscopia °F y *'P-NMR y modificacién quimica en el estudio de la
relacién estructura—funcién en enzimas. Fructosa-1,6-bisfosfatasa y Aspartato-
aminotransferasa.

Slebe, J.C, Hubert, E, Reyes, A. y "Martinez~Carrién, M. Instituto de Bioquimica,
Facultad de Ciencias, Universidad Austral de Chile, Valdivia, Chile and “Department
of Biochemistry, Virginia Commonwealth University, Richmond, Virginia, US A,

In order to inquire into the relationships of protein structure to function,
natural and synthetic spectrocopic probes, which report the properties of their local
environments, can be used. If two approaches, chemical modification and NMR
spectroscopy are used simultaneously, more specific answers about the nature and
properties of the protein residues affecting the probe should be extractable. We have
employed both insertion of sensitive physical probes (2-4) and selective chemical
modification (5,6) on specific regions of fructose—16-bisphosphate {Fru~P,ase) and
aspartate aminotransferase (GAT); the allosteric AMP-binding site of Fru—-P,ase and
the active site of GAT.

Studying the AMP binding domain in pig kidney Fru-P,ase we found that

carbamoylation leads to the formation of an active enzyme derivative which has lost
cooperative interactions among AMP sites but retains sensitivity to inhibition by AMP
(5). Pulsed Fourier transformed *P-NMR spectra in free AMP reveals a signal that is
coupled to the methylene protons of the sugar, with Jyp of 50 Hz Proton noise

decoupling results in a single signal with a pH-dependent chemical shift with
deprotonation of the phosphate resulting in a shift of the *'P-resonance to lower
fields. Two *P-NMR signals are observed in the enzyme— AMP complex, one of them
remain unchanged upon titration, the other present pH-dependence. Since subtilisin—
treated enzyme only shows the signal corresponding to the pH-dependent one, it
appears that AMP-phosphate group is bound to a pocket that do not allow its
ionization between pH 6 to 9. Carbamoylated enzyme behaves as native enzyme. Analysis
of chemical shifts of 3'P-resonances shows identical AMP site environments for all
subunits in either native or modified enzymes.

In the case of GAT, a pyridoxal-phosphate (PLP) dependent enzyme, a covalent
intermediate with a fluorinated substrate and the coenzyme can be prepared in vitro
and inserted into the apoenzyme (7). The active site domain has a high affinity for
selecting compounds of the type phosphopyridoxyl-X" where X* is trifluorethylamine,
trifluormethylmethionine or a—trifluormethylalanine, NMR spectra of the enzyme—-bound
9F-substrate—coenzyme complex is monitored as a function of pH, ionic strength and
temperature (2,3). Analysis of the chemical shifts and line shapes of the '*F-
resonance shows identical active siie environments for both subunits and the presence
of a group with a pK value of 83. In a reversal of customary procedure, the NMR
inferences are wused to design an independent chemical method for the selective
modification of the residue of the active site and the detection of its pK value



R-390 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR EN BIOQUIMICA

(36). The kinetics of inactivation by KN™CO at variable pH show that a group with a
pK of 80 is carbamoylated at a rate of 146 M™ s™ Isolation and characterization
of this groups shows that it is Lys-258 which is carbamoylated preferentially to the
other 18 lysyl residues in the protein. Apotransaminase carbomoylated at lys-258 can
accept PLP and the fluorinated—~PLP compounds. However, the resonance signals are then
void of the ionization effects patent in enzymes with free Lys-258,

In conclusion, we showed how chemical modification studies can help: a) to acquire
knowledge of the microenvironment provided by Fru-P,ase to the AMP and b) in the

clarification  of assignments of the amine groups affecting a 'F spectroscopic probe
in the active site of GAT.

. Benkovic, SJ. and deMaine, MM. (1982) Adv. Enazymol 58, 45-82.
2. Slebe, J.C. and Martinez—Carrion, M. (1978) /. Bio/. Chem. 258, 2093-2097.

3. Martinez—Carrion, M., Slebe, J.C, Boettcher, B. and Relimpio, A. (1976) /. Biol.
Chem. 25 1, 18531858,

4. Slebe, J.C, Hubert, E, Reyes, A. and Martinez—Carrion, M. (1984). Proc. IV
PAABS Meeting, Abstract 589.

5. Slebe, J.C, Herrera, R, Hubert, E, Ojeda, A. and Maccioni, R. (1983). /. Prot.
Chem 2, 437443

6. Slebe, J.C, and Martinez—Carrion, M. (1976) /. Biol. Chem. 25 1, 5663-5669.

7. Relimpio, A, Slebe, J.C. and Martinez—Carrion, M. (1975). Biochem. Biophys Res.
Commun. 68, 625-634.

APLICACIONES DE NMR A LA DETERMINACION ESTRUCTURAL DE
ALCALOIDES: 6a,7-DEHIDROBOLDINA.

Applications of NMR to the Estructural Determination of
Alkaloids: 6a, 7-Dehydroboldine.

A. Ursids. Departamento de Quimica, Facultad de Ciencia, USACH.

Los alcaloides aporfinicos corresponden a un amplio grupo de compuestos derivados
biogenéticos de 1-benciltetrahidro~isoquinolinas; se han descrito un gran nimero de
estos compuestos o de derivados biogenéticos de ellos y la determinaciébn estructural
se ha basado principalmente en espectroscopia d¢ NMR de 'H.

En esta presentacién se discutird la determinacién estructural de un nuevo
alcaloide aporfinico aislado de la mescla de alcaloides de Peumus boldus, que es
utilizada en la formulacion de algunos medicamentos.
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La separacién cromatografica de la mescla de alcaloides fenélicos dio una fraccion
de compuestos muy inestables. Por purificacién de esta fraccion se obtuvo un
compuesto cristalino de pf. 178-179°, M* m/s 3251284 que concord6 con la fdrmula
molecular C;gH;oNO,. El compuesto no mostro actividad 6ptica y su espectro de UV

sugirié la presencia de un cromoéforo de 6a,7-dehidroaporfina.

El espectro de NMR de 'H, se asigné a una 6a,7-dehidroaporfina sustituida en C-1,
C-2, C-9 y C-10. Las seiales a 6 304 (s, 3H), &6 381 (s, 3H) y 6 402 (s, 3H)
fueron asignadas a un grupo N—metilo y a dos grupos metoxilo. Dos singulstes anchos a
6§ 592 (1H) y 6 6,14 (1H) que desaparecen con la adicién de D,O se asignaron a dos

protones fenélicos; los multipletes a 6 320 (2H) y 6 326 (2H) fueron asignados a
los hidrégenos de C-4 y C-5 y el singulete a § 875 (1H) al H-11.

La posicién relativa de los grupos hidroxilo y metoxilo y la asignacién de las
resonancias de los protones aromaticos fueron obtenidas mediante experimentos de
efecto nuclear Overhauser en NMR de 'H.

La irradiacion de los singuletes correspondientes a los grupos metoxilo a 6 381 y
6 402 mostraron respectivamente un 99 y 62% de incremento en la senal del
singulete de H-11 (6 8,75) demostrando que los grupos metoxilo estdn situados en C-1
y C-10. La irradiacién del singulete del N-metilo {§ 3,04) mostré un incremento de
86% en la senal del singulete de H-7 (8 6,51), alternativamente la irradiacion del
singulete correspondiente de H-7 mostré respectivamente incrementos de 14% en la
sefal asignada al N-metilo y 84% en la senal del singulete d¢ H~8. Finalmente la
irradiacién del singulete de H-3 mostré un incremento de 09% en la senal del
multiplete del metileno del C-4 {6 3.20).

Con estos datos se logr6 establecer la estructura de 6a,7-dehidroboldina. Esta
estructura se confirmé por sintesis parcial a partir de boldina.



