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Los

ARCHIVOS DE BIOLOGIA Y MEDICINA EXPERIMENTALES,
organo oficial de la Sociedad de Biologia de Chile, estin destinados a publicar trabajos
originales sobre problemas de las distintas ramas de la Biologia y de la Medicina
Experimental. Ademads publicardn trabajos de revision y el texto de conferencias acerca
del estado actual de problemas de interés general en las disciplinas mencionadas.
Asimismo, dardn cabida a los resimenes de comunicaciones presentadas en reuniones
anuales o especiales de las Secciones de la Sociedad y de las Sociedades afiliadas.
Ocasionalmente, Archivos publicard especialmente, los trabajos in extenso presentados en

simposios realizados en el pafs.

INSTRUCCIONES PARA LOS AUTORES

INFOCRMACION GENERAL

Envie el original y un duplicado del manus-
crito a
Editor, Archivos de Biologia y. Medicina
Experimentales
Casilla 16164, Correo 9
Santiago, CHILE

El texto deberd ser escrito a maquina a
doble espacio en toda su extension, lo que
incluye referencias, tablas, notas al pie de
pagina y leyendas, en hojas de 21 por 27
cm (tamafio carta) con un margen de 2,5
cm por lado. El texto debe ser tan corto
como sea posible. Comience en hoja separa-
da cada uno de los siguientes items: a) Ti-
tulo del trabajo, nombre de los autores,
Institucién en que se efectud el trabajo
(Laboratorio, Departamento, Instituto,
etc.) seguido de su direccion postal y el
subtitulo (no mds de 60 caracteres inclu-
yendo los espacios); b) resumen; ¢) texto;
d) referencias; e) notas al pie de pagina;
f) leyendas de figuras (pueden agruparse en
una o mas paginas); g) cada una de las
tablas. Numere sucesivamente todas las
paginas del manuscrito, empezando por
aquella que contiene el titulo. Indique la
localizacién apropiada en el texto de tablas
y figuras mediante notas marginales.

Los manuscritos deben escribirse en co-
rrecto espafiol,evitando el uso de neologis-
mos técnicos o abreviaturas que no sean las
internacionalmente aceptadas.

La adopcion del idioma inglés, por la
mayoria de las publicaciones cientificas en
el momento actual, hace aconsejable la

recepcion y consideracién editorial de ma-
nuscritos en ese idioma. Estas contribucio-
nes deben ceflirse estrictamente a las nor-
mas usuales y aceptadas de la gramatica
inglesa.

ORGANIZACION DEL MANUSCRITO

Se sugiere que cada trabajo conste de las
siguientes secciones: a) Abstract, en inglés;
b) Introduccion; c¢) Métodos;
d) Resultados; e) Discusion; f) Referencias.
En algunos casos puede ser aconsejable la
combinaciéon de Resultados y Discusion en
una sola seccion, especialmente si se trata
de comunicaciones breves.

1. Titulo. Es necesario que el titulo sea
informativo. No debe incluir formulas qui-
micas ni abreviaturas. Debe tenerse en
cuenta que el titulo de un trabajo es usado
frecuentemente para la construccion de
indices de materias. Si el trabajo se presen-
ta en castellano, al titulo debe seguir su
traduccidn al inglés y viceversa.

2. Autores. Puede producirse confusién
si los autores se identifican sdlo mediante el
apellido y la inicial de su nombre. Los
Archivos recomiendan seguir las instruccio-
nes de algunas comisiones internacionales
que sugieren usar el primer nombre comple-
to. Por ejemplo, use Juan Pérez en lugar de
J. Pérez. Puede ser apropiado usar ademds
la inicial del segundo nombre. Por ejemplo,
Juan C. Pérez en vez de J.C. Pérez.

3. Todo trabajo debe comenzar con un
resumen breve que presente clara y concisa-
mente el plan, procedimientos y los resulta-
dos significativos de la investigacion que se



describe. El resumen debe ser comprensible
en si mismo sin referencia al resto del
trabajo. Debe ser entendible para el lector
no especializado y por lo tanto se evitardn
términos excesivamente técnicos y abrevia-
turas.

4. La Introduccion debe exponer el pro-
posito de la investigaciéon y su relacion con
otros trabajos publicados, pero no convertir-
se en una revisiéon exhaustiva de la literatu-
ra existente. ,

5. La descripcién de los Métodos debe
ser breve, pero adecuada, para permitir la
repeticion del trabajo por otros investigado-
res.

6. Los rREsuLTADOS pueden presentarse
en tablas o figuras (véase mds abajo) peroso-
lo si es estrictamente necesario. Muchos
hallazgos pueden describirse en palabras sin
necesidad de tablas o figuras. La piscusion
debe ser concisa y referirse a la interpreta-
cién de los resultados presentados.

7. Las REFERENCIAS pueden presentarse
de dos maneras alternativas: 1) Se indicaran
en el texto por un niimero entre paréntesis
correlativo al orden de aparicion. Al final
del texto se agruparin abreviindolas segin
los siguientes ejemplos. Incluya las paginas
INICIAL Y FINAL.

Aebi, H., Koblet, H. Wartburg, J.E., Helvet.
Physiol. Pharmacol. Acta 15: 384-392,
1957.

Jellinek, EM. The Disease Concept of Al-
coholism. New Haven, Hillhouse Press,
1960.

Richter, C.P. En Neuropharmacology.
Transactions of the Third Conference
(Abramson, H.A., Ed.). New York, Jo-
siah Macy Jr. Foundation, 1957, pp.
39-63.

2) Se indicaran en el texto con la men-
cion de los autores y el afio de la publica-
cion entre paréntesis, e.g ‘... para la
medicion de proteinas (Lowry et al.,
1951).” o “de acuerdo con las indicaciones
de Miller (1959).”. Al final del texto se
agrupardn por orden alfabético y, si hay
mds de una cita del mismo autor, segin la
antigiiedad de la cita. Se incluird el titulo
completo del articulo citado. Incluya las
pdginas INICIAL Y FINAL.

Lowry, O.H., Rosebrough, N.J., Farr, A.L.
y Randall, R.J. (1951) Protein measure-
ment with the Folin phenol reagent. J.
Biol. Chem. 193, 265-275.

Miller, G.L. (1959) Protein determination
for large number of samples. Anal. Chem.
31, 964.

Cite en las REFERENCIAS articulos que ha-
yan sido aceptados para publicacion; el
nombre de la revista deberd ir seguido por
las palabras ‘“en prensa” y por el afio
probable de publicaciéon. Incluya en el
texto entre paréntesis, o en una nota al pie
de pdgina, no en REFERENCIAS, cualquier
mencion a ‘“‘manuscrito en preparacion”,
“experimentos no publicados”, “comunica-
cioén personal”. En este altimo caso, verifi-
que la redaccién de la comunicacidén perso-
nal con la persona ‘que proporciond la
informaciéon y obtenga su aprobacion para
usar su nombre en relaciéon a la cita. Es de
responsabilidad de los autores obtener au-
torizacion especifica de toda ‘“comunica-
cion personal” como también de los *“*Agra-
decimientos”. Se da por entendido que los
autores han enviado copia del manuscrito a
las personas mencionadas y que se ha
obtenido su aprobacion especifica; los edi-
tores pueden requerir copia de tal autoriza-
cibén.

8. No pueden insertarse en el texto
resultados obtenidos después de presentar
el manuscrito. Asimismo, no se aceptardn
cambios sustanciales en las conclusiones
que se basen en nuevos resultados de los
autores o de otros investigadores. No obs-
tante, si a juicio de los editores tales
adiciones son necesarias, podrin agregarse
en una nota antes de las referencias.

9. Deberin incluirse los nombres latinos
binomiales subrayados de los organismos de
experimentacion, excepto los de los anima-
les comunes de laboratorio. No use abrevia-
turas si son mencionados en el titulo y en
el resumen. Es conveniente indicar el lugar
de obtencién de los animales. Para los
efectos de nomenclatura deberin seguirse
las reglas establecidas en el “International
Code of Zoological Nomenclature”. Deben
incluirse también los nombres latinos bino-
miales de todas las especies de plantas y
microorganismos que se mencionen. Las
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variedades y fuentes de obtencidon deben
especificarse.

Al referirse a experimentos en genética
bacteriana deberdn seguirse las recomenda-
ciones propuestas por Demerec, M., Adel-
berg, E.A., Clark, AJ. y Hartman, P.E.
(Genetics 54: 61-76, 1966).

La Sociedad de Biologia de Chile y el
Comité Editorial de Archivos hacen suyos
los principios expresados en la Declaracion
de Helsinki (1964). Los autores que descri-
ban experimentos en humanos deberin
asegurar que su trabajo concuerda con tal
declaracién e incluir en el texto una nota
que especificamente indique que los sujetos
han expresado su consentimiento informa-
do a su participacién en el trabajo.

10. La denominacién de las drogas que
se mencionen se ajustara al criterio estable-
cido en Pharmacological Reviews.

11. Las enzimas deberan identificarse en
su primera menciéon de acuerdo con la
Enzyme Commision de la International
Union of Biochemistry.

PREPARACION DE TABLAS

1. Las tablas se enumerarin en forma
correlativa con numeros romanos. Cada
tabla debe tener un tftulo explicativo y
suficiente detalle experimental como para
ser comprensible sin referencia al texto. El
encabezamiento de cada columna debe
expresar claramente su contenido y la
unidad. No se incluirdn datos que puedan
ser deducidos aritméticamente de otros
contenidos en ella. Si una condicién experi-
mental, por ejemplo, nimero de animales,
dosis, concentracién de un compuesto, etc.,
es la misma para todos los experimentos
presentados, proporcione esa informacion

€n una nota al pie de la tabla y no en una
columna de numeros iguales en la tabla.
Para conservar espacio, no tabule repetidas
observaciones individuales y prefiera el
empleo de valores promedio y alguna medi-
da aceptable de dispersion (desviacion es-
tidndar, rango), indicando el nimero de las
observaciones individuales que contribuyen
a la estadistica. Cualquier comentario con
respecto a la significacién de las medidas
debe ir acompafiado de los valores de
probabilidad deducidos de alglin anélisis
estadistico.

PREPARACION DE ILUSTRACIONES

Cada figura debe ir acompafiada por un
titulo y una leyenda explicativa. Las leyen-
das de varias figuras pueden escribirse en la
misma hoja. Cada leyenda debe describir el
suficiente detalle experimental como para
que la figura sea comprensible sin referen-
cia al texto. Identifique cada figura en el
margen o dorso, con los nombres de los
autores y el nimero que le corresponde.

Las ilustraciones pueden ser dibujos ori-
ginales o fotografias de muy buena calidad
en papel brillante. Cada copia del manuscri-
to debe acompafiarse de una copia de las
figuras.

Los dibujos originales deberdn prepararse
con tinta china en papel de buena calidad.
Nimeros y letras deberdn dibujarse con
normografo o materiales transferibles (Le-
traset o similar). El tamafio de los gréficos
y de las letras y simbolos debe calcularse de
manera que la figura pueda ser reducida a
un ancho de columna (7 cm). Letras y
nitmeros deberin dibujarse de modo que
tengan al menos 1,5 mm después de la
reduccion.
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CONFERENCIAS

GENETICA DE POBLACIONES HUMANAS DE 1SLA DE PAS
CUA. (Human population genetics of easter
island). Cruz-Coke,R. 'Seccién Genética, Departa-
mento de Medicina, Hospital Clinico Universi—
dad de Chile.

Un modelo clésico de genética de poblaciones
estatuye que el proceso de microevolucién se
desarrolla bajo la influencia de los efectos
sistematicos de la mutacién, seleccién y migra
cidén, contra las fuerzas dispersivas del azar
y de la endogamia., Se hace un anélisis de las
interaccién de estos factores en la poblacién
nativa humana de la isla de Pascua. El genoma
de los polimorfismos de los pascuenses tiene
un tercio de sus loci en estado isogénico y
las otras frecuencias genicas estan fuertemen-
te diferenciadas de las poblaciones polinesi-
cas, amerindias y europeas que comparten sus
genes y culturas. la migracién ha sido el fac-
kor evolutivo m&s poderosos para plasmar el ge
noma de los pascuenses. La hibridizacién acumu
lada durante un siglo alcanzaria un 60% de ge-
nes europeos, 58% de genes chilenos y 48% de
genes polinésicos. La consanguinidad nativa

ribal era muy baja (exogémica), la cual ha au
inentado con la relajacién de las normas cultu-
rales. Asi mismo la seleccién natural por dife
rencia de mortalidad se ha relajado y la pobla
Flbn nativa ha aumentado su crecimiento y emi-
pracién de la isla. La exogamia y la migracién
Be ha opuesto a los efectos negativos de la de
kiva genética (ramdom drift). Todo este conjun
to de factores evolutivos interactuantes estéa

formando una nueva poblacién hibrida con compo
nentes etnicos de los pueblos parentales de Po
linesia, America y Europa.

LAS VESICULAS SINAPTICAS, ORGANOIDES DUALES EN EL ALMA-
CENAMIENTO Y LA LIBERACION DEL NEUROCTRANSMISOR. (Synap-
tic vesicles as dual organelles in the storage and re-
lease of the neurotransmitter). Pellegrino de Iraldi,
A.Instituto de Biologfa Celular, Facultad de Medicina,
Universidad de Buenos Aires, Paraguay 2155, 1121 Bue-
nos Alres, Repiiblica Argentina.

El papel de las vesiculas sinfpticas en la neurotrans-
misifn es materia de controversia. Esta se desarrolla
habitualmente en el marco conceptual de la neurosecre—
cifn y las vesfculas sinfpticas son consideradas expli-
cita o implicitamente como vesfculas secretorias. En la
hipStesis vesicular su contenidé, de magnitud predeter-
minada, se libera de manera todo o nada, por exocito-
sis, en el espacio intersinfptico, ante la llegada del
impulso nervioso. La membrana vesicular incorporada a
la membrana plaswitica se recupera posteriormente por
reciclamiento. En la hipStesis citoplésmica el neuro-
transmisor liberado por impulso nervioso no proven-
dria de las vesiculas sinfpticas, que serian sitios de
almacenamiento del neurotransmisor o de depSsitos de
calcio, sino de citosol.

En nuestro laboratorio, observaciones morfoldgicas e
histoquimicas’ en diferentes condiciones experimentales,
utilizando una preparacidn monoaminérgica, son coheren-
tes con la hipotésis de que las vesiculas sinfpticas
son organoides activamente involucrados en el proceso
del almacenamiento y de la liberacidn del neurotrans-
misor, que tienen una vida media prolongada durante
la cual presentan variaciones funcionales, que pueden
albergar fracciones de distinta estabilidad del neuro-
transmisor y que este puede ser liberado de las mismas
por mecanismos calcio-independientes o calcio-depen-
dientes, en la liberacién espontanea o en la evocada
por estimulacifn nerviosa o sus equivalentes.

Expondremos esas evidencias experimentales.

FIBRAS OXITALANICAS Y LA RESISTENCIA MECANICA
DE ALGUNOS TEJIDOS INCLUSO LA MEDULA OSEA (Oxy
talan fibers improving mechanical i to
some tissues including bone marrow).Cotta-Perei
ra,G.,Lucena,S.B.,Iruela-Arispe,M.L.,Mayer-da-
Silva,A.,& Cidaddo,A.J.Department of Histology
and Embryology, Institute of Biology,State Uni-
versity of Rio de Janeiro,Brazil.

Oxytalan fibers have been firstly described by
light microscopy in periodontal tissue(Fullmer
& Lillie,'58) as representing a new connective
fiber different from collagen,reticular and e-
lastic fibers.Using tannic ac1d-glutaraldehyde
fixation,they have been observed in dermo- epi
dermal junction at the EM level as formed by bun
dles of elastic microfibrils without amorphous
component,elastin(Cotta-Pereira et al.,'76).
The presence of oxytalan fibers has been corre
lated with mechanical properties of same tissues,as
dermo-epidermal junction,suspensory ligament of
the lens,tendons,ligaments, where resistanceto
mechanical stress is required. Such fibers,de-
void of amorphous elastic material probably show
a lesser tendency to elongate when compared with
elastic fibers which possess abundant amorphous
elastin,the protein responsible for their elas
tlc)propettxes(Cotta-Pere1ta & Iruela-Arispe ,
'88).

At the present,oxytalan fibers have been iden-
tified in human bone marrow by LM using selec-
tive stains for elastic tissue and immunopero-
xidase detection of elastic microfibrils(mono-~
clonal HB8) and by EM using TAG fixation. The
occurrence of an oxytalan network in bone marrow
is probably related to mechanical support for
hemopoietic precursors by offering full contact
between cells and other extracellular matrix
components involved in hemopoiesis control.

THREE~-DIMENSIONAL IMAGE COMPUTING WITH TANDEM-SCANNING
AND LASER-SCANNING CONFOCAL MICROSCOPY. Schattem, G.,
Integrated Microscopy Resource for Biomedical Research,
University of Wisconsin, Madison, WI 53706, USA.

Confocal microscopy offers considerable advantages
for improved spatial and lateral imaging of
fluorescence specimens, particularly for samples with
overlapping structures which contribute to out-of-focus
fluorescence, Laser-scanning confocal microscopy has
been shown by several laboratories to be remarkably
powerful in virtually eliminating out-of-focus
artifacts and thereby increasing the signal to noise
ratio. Fluorescence microscopy with the tandem-
scanning reflected light microscope (TSM) offers
several features not available with the laser-based
instruments including real-time imaging with white-
light and little or no spatial distortions., The use of
conventional illumination sources permits the full
selection of filter sets typically employed during
conventional epifluorescence imaging, including dyes
excited in the ultraviolet such as the DNA-binding dyes
DAPI and Hoechst, While the fluorescence images
obtained with the TSM are dim owing to. the low-dose
illumination, the application of a cooled charged-
couple device (CCD) permits high resolution recording
of the low-light levels. Development progresses
normally even during constant observation under the
TSM, probably because the illumination intensity is
quite low; this holds promise for living confocal
studies with vital dyes., Eggs and embryos are ideal
test material since the‘cells are large (ca. 100 um),
since there are numerous overlapping hicrotubules which
contribute to out-of-focus artifacts, and since the
three-dimensional relationships are not well
understood.

This lecture will serve as both a primer on confocal
microscopy and three-dimensional image computing, as
well as provide new results on motility and structural
changes during fertilization. Supported by the NIH,
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ADQUISICION Y MANTENIMIENTO DE LA POLARIDAD EN CELULAS
EPITELIALES. Pedro J.I., Salas y Dora E, Vega-Salas.
Inst, Luis F. leloir. Fundacidn Campomar, Buenos Aires,
Argentina.

Ia polaridad (asimetrfa) de c@lulas epiteliales en cul-
tivo de tejidos (MDCK), se estudid empleando como mar-
cadores anticuerpos monoclonales contra protefnas de
la membrana plasmitica. Se halld que protefnas apica-
les y basolaterales se polarizan con distintas cinéti-
cas y dependiendo las primeras de contactos con el sus-
trato y las segundas de contactos célula-célula. Se
halld, ademds, un compartimiento de almacenamiento de
protefnas apicales (VAC), que representa un mecanismo
regulador de la polaridad dependiente de contactos in-
tercelulares. lLa polarizacidn de marcadores apicales
observada en células con uniones estrechas (" tight
junctions ") discontinuas pudo ser explicada, en parte
por el anclaje especifico de las proteinas de membrana
al citoesqueleto, determinado por Recuperacidn de Fluo-
rescencia después del Fotoborrado (FRAP) y extractabi-
1idad en detergentes no idnicos. Mediante técnicas
bioquimicas convencicnales se determind que los fila-
mentos intermedios juegan un papel importante en la
estrucutra del citoesqueleto que interviene en el
mantenimiento del dominio apical. Estos resultados
permiten concluir: a) que la polarizacidn de la mem-
brana plasmidtica en células epiteliales requiere la
intervencidn de varios mecanismos diferentes, y no
solamente de la separacidn de proteinas recién sinteti-
zadas; b) que se requieren sefiales extracelulares,
como los contactos con la célula vecina y con la mem—
brana basal para marcar la topograffa de la polaridad,
y ¢) que filamentos intermedios y, posiblemente,
actina juegan un papel central en el mantenimiento

de la polaridad.

MADURACION DEL ESPERMATOZOIDE DURANTE EL TRANSITO
EPIDIDIMARIO (Epididymal maturation of spermatozoa)
Burgos M.H, IHEM., FPacultad de Ciencias Médicas. Uni-
vVersidad Nacional de Cuyo, Mendoza, Argentina,

El espermatozoide que ingresa a las vias seminales
extratesticulares es incapaz de desplazarse en forma
adecuada y de fertilizar ovocitos.

Durante el trénsito epididimario adquiere la motili-
dad progresiva, modifica su morfologia, experimenta no-
tables variaciones en el contenido superficial de poli-
péptidos y glicoprotefnas y adquiere la capacicad fer-
lizante.

Durante los cambios morfol8gicos que en algunas espe-
cies son muy relevantes cabe mencionar la modificacién
de la forma de la cabeza y en especial del acrosoma y
una notable disposicidn del contenido acroscmal en zo-
nas que se desplazan durante el trénsito epididimario
hasta lograr una ubicacidn constante en el espermato-
zoide maduro.

Otro cambio significativo revelado por la ériofractu
ra de la membrana plasmdtica del espermatogzoide es el
notable aumento de las partfculas intramembranosas en
la regidn postacrosomal, Estas” partfculas corresponden
a protefnas intrfnsecas” de la membrana plasmdtica en
relacidn probable con el reconocimiento y fusidn inter-
gamético.

Existen otras variaciones que se pueden seguir me-
diante el anflisis electroforftico e inmunocitoquimico
de la membrana plasmitica del espermatozoide, Estos
estudios revelan que ciertas glicoproteinas secretadas -
por el epidfdimo se incorporan a la superficie del es-
permatozoide y otras de procedencia testicular viajan
enmascaradas hasta el final del trénsito epididimario
hacigndose visibles en la regidn postacrosomal. Una
efectiva interrelacidn gameto-epididimaria en ambos
casos explicarfa los cambios mencionados.

CONFERENCIAS

ELEMENTOS ESTRUCTURALES DE LA PARTICULA NUCLEOSOMICA
QUE AFECTAN LA TRANSCRIPCION POR RNA POLIMERASA II.
(Structural element in the nucleosomal particle affec
ting transcription by RNA polymerasa Ilg. Palacfan,

E. y Gonz&lez, P.J. Centro de Biologfa MoTecular,

T.S.1.C. y U.KM., Madrid.

Los organismos eucarifticos utilizan como molde
de transcripci6n DNA asociado a histonas. La croma-
tina activa en transcripcifn presenta alteraciones
en su .estructura nucleosdmica que podrfan tener por
objeto facilitar este proceso. Utilizando particu-
1as mononucleos6micas como moldes de transcripcién
in vitro, se ha determinado el efecto que producen
sobre la sfntesis de RNA distintas alteraciones es-
tructurales que han sido relacionadas con la croma-
tina activa. Mientras que el octdmero de histonas
(H2A.H2B.H3.H4)2 bloquea la transcripcién, permi-
tiendo s6lo la sintesis de cadenas cortas de RNA
(menos de 40 nucleStidos con "cores” nucleosémicos),
1a pérdida de un dfmero H2A.H2B estfmula notablemen-
te este proceso, sintetizdndose cadenas de RNA de
alrededor de 140 nucle6tidos. Otros cambios de la
partfcula nucleosémica, eliminacién de los extremos
aminoterminales de las histonas y unifn de las pro-
tefnas no histénicas HMGs 14 y 17, no afectan apre-
ciablemente la transcripci6n. Los resultados obteni-
dos sugieren que la partfcula nucleosémica carente
de un dfmero H2A.H2B podrfa ser un intermediario du-
rante la transcripci6n in vivo, al facilitar la ac-
ci6n de la maquinaria enzimdtica.

ORGANO  SUPCOMISURAL Y LIQUIDO CEFALO-RAQUIDEO.
(Subcommisural organ and cerebrospinal fluid). Rodri-
guez, E.M., Nualart, F., Rodriguez, S., Herrera, H.
Instituto de Histologia y Patologia, Universidad
Austral .de Chile, Valdivia, . Chiie, El dérgano
subcomisural (0SC) es un 6rgano circumventricular del
cerebro que secreta varias glicoproteinas al liquido
cefalo-raquideo (LCR) donde las mismas se condensan
formando uma estructura fibrosa, la fibra de Reissner
{FR). La FR se extiende a lo largo del canal central de
la médula espinal. En el 0SC de bovino hay al menos
cuatro glicoproteinas secretorias de un peso molecular
aparente de 540, 450, 320 y 190 KD. ElI uso de
anticuerpos obtenidos contra cada uno de los tres
primeros compuestos y de - lectinas en electro-
transferidos indican que el compuesto de 5S40 KD es una
forma precursora. Ademi este comp to est4 presente
en'el OSC y ausente en FR, La sintesis, el pro-
cesamiento, transporte al polo ventricular y la libe-
racion ocurren en 1 h. Un pool de material sintetiza—
do queda almacenado en el RER por 4-5 dias. El wmate-
rial liberado al LCR hace que la FR crezca cuadalmen—
te a un ritmo del 7% de su longitud, por dia. Caudal-
mente el material que compone la FR se desagrega y
alcanza vasos sanguineos. El desconocimiento total de
la funcién del OSC nos llevé a desarrollar 3 wodelos
experimentales: a) anticuerpos contra productos secre-
torios del 0SC inyectados al LCR se unen selectivamen-
te al material que el 0SC libera al LCR. Ellos resulta
en la desconexién de la FR del OSC y en la fragmenta-
cién de dicha fibra. El animal carece de FR por al me—
nos 2 semanas; b) ratas con hidrocefalia experimental
no forman FR, el material secreétorio inmunoreactivo del
0OSC disminuye y los capilares sanguineos del 0SC sufren
grandes cambios; c¢) el 0SC transplantado bajo la
capsula renal, aunque continia secretando hacia ca-
vidades neoformadas, no forma FR. Se concluye que el
LCR participa en la formacion de la FR, y que ésta
puede influenciar la circulacién de LCR. Grants:
S.Volkswagenwork, F.R.G., 1/63-476, FONDECYT 0890-88,
D.I. U.A.CH. S-89-01.
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HOW PLANTS GROW IN OUTER SPACE: THE INFLUENCE
OF MICROGRAVITY ON CELLULAR AND SUBCELLULAR
DIFFERENTIATION. Randy Moore, Department of
Biological Sciences, Wright State University,
Dayton, OH 4543% USA.

I used the Space Shuttle Columbia to
determine how microgravity influences
cellular and subcellular differentiation in
plants. Specifically, I launched imbibed
seeds of onion, corn, and mustard spinach
into outer space. Seedlings were fixed in
microgravity for ultrastructural analysis
approximately 5 days after launch.
Microgravity significantly alters cellular
differentiation in plants. For example, cells
differentiating in microgravity seedlings
grown in microgravity allocate significantly
larger relative volumes to hyaloplasm and
lipid bodies, and significantly smaller
relative volumes to plastids, mitochondria,
and dictyosomes. These changes in cellular
differentiation correlate with altered
cellular function. For example, dictyosomes
produce and secrete mucilage from peripheral
cells of root caps. The smaller relative
volume of dictyosomes in peripheral cells of
flight-grown seedlings correlates with
reduced production and secretion of mucilage.
Microgravity also induces subcellular changes
during cellular differentiation. For example,
plastids in flight-grown seedlings contain
significantly less starch than Earth-grown
seedlings,

REGULACION DE LA VARIABILIDAD DEL PAISAJE EN HABITATS
INTERMAREALES EXPUESTOS DE CHILE CENTRAL. (Regulation
of landscape variability in wave-exposed rocky inter-
tidal habitats of Central Chile). Santelices, B.
Facultad de Ciencias Bioldgicas, Pontificia Universi-
dad Catdlica de Chile.

Integracién de resultados de estudios experimenta-
les con algag marinas permiten aproximar el problema
de la determinacién del paisaje en ambientes inter-
mareales, donde a menudo éste es considerado como
altamente variable. En hébitats expuestos de Chile
Central existe zonacién de morfologias de algas mis
bien que una zonacién estricta de especies. Los limi-
tes superiores e inferiores de cada zona estin deter-
minadas por interaccién de factores, cuya importancia
relativa cambia rdpidamente en espacio y tiempo.
Cuando se remueven los factores que restringen la
distribucién de wuna especie dada, otros factores
-generalmente ignorados o considerados como secun~
darios- se hacen limitantes. Al interior de cada
zona, las interacciones competitivas son simétricas
pero ellas son generalmente asimétricas entre dos
zonas. A pesar de notables diferencias morfoldgicas,
todas las formas dominantes combinan adaptaciones que
les permiten escapar de pastoreo con atributos que
determinan alta capacidad competitiva. Sin embargo,
entre estas formas existe una clara jerarquia competi-
tiva que se expresa en desplazamientos verticales y
zonacién, siendo los niveles mids bajos de la playa
1osibles de ser ocupados potencialmente por cualquier
tipo de alga. La existencia de jerarquias competiti~
vas, el control abidtico de la distribucién de espe-
cies, la aparicién de factores secundarios que limi-
tan distribucién y los cambios de signo en inter-
acciones interespecificas reducen la variabilidad
posible del paisaje y permiten alguna prediccién en
estos hdbitats.

MECHANISM OF PROTEIN STABILIZATION BY SOLVENTS.
Timasheff, S.N. Graduate Department of Biochemistry,
Brandeis University, Waltham, MA 02254-9110, U.S.A.

The equilibrium between the native, active
structure and the denatured one in the protein
refolding process is determined by a fine balance
of environmental factors, one of which is the nature
of the solvent medium. Studies have been carried
out on the interactions of globular proteins with
denaturing solvents, such as urea and guanidine
hydrochloride, and stabilizing solvents, such as
sugars and precipitating salts. In the denaturation
reaction, the net.effect of a solvent is a resultant
of such interactions with the protein in the two
end states. In the case of denaturing solvents the
proteins in the = unfolded state interact
preferentially with the denaturant. Stabilizers, on
the other hand, are excluded from the domain of
protein molecules in both end states of the
reaction, i.e. the preferential interaction is that
of hydration. A particularly interesting class
congists of solvents which are preferentially
excluded from proteins in the folded globular state,
but bind preferentially to the wunfolded state.
Factors which determine such interactions have been
established for a variety of solvents. These include
the increase of the surface free energy of water by
addition of a stabilizer, steric  exclusion,
solvophobicity, repulsion by charged = groups,
attraction or repulsion by non-polar and polar
regions on the protein surface. (This work was
supported in part by NIH Grants GM-14603 and
CA-16707).

DEGRADACION DE LA LIGNINA: PROYECCIONES
BIOTECNOLOGICAS.

(Degradation of 1lignin: biotechnological
agp ications). Vicuga,R. Unidad de
Microbiologia y Genética Molecular. Pacultaad
de Clencias Bliolégicas. P. Universidad de
Chile. Casilla 114-D. Santiago, Chile.

La lignina es un polimero aromético,
estereoirregular que protege y conflere
rigidez a la pared de la célula vegetal. En
la naturaleza, es degradada or algunas
especies de hongos, los gque la mineralizan a
CO0z2 y HaO. as bacterias no son muy
eficientes atacando la 1lignina polimérica,
aunque sf{ degradan intermediarios metabdlicos
liberados por los hongos.

Diversas <peroxidasas de hongos,
algunas de ellas dependientes de Mn, parecen
Jugar un rol en 1la depolinezizaclsn de la
lignina. Sin embargo, al contrario de 1los
resultados obtenidos in vivo, hasta hoy dia
los intentos de depolimerizar 1lignina in

vitro han resultado infructuosos. or otra
parte, se han descrito recientemente dos
enzimas bacterianas ue rompen enlaces

tipicos en modelos de lignina de bajo peso
molecular.

La degradacién microbiaha de 1la
lignina ofrece proyecciones biotecnolégicas.
En efecto, la {ntima relacién de la 1lignina
con la celulosa dificulta los procesos? de
gulpaje de 1la madera. Mas abin, la obtencién

e EUISB de alta calidad exige una eta
fina e blanqueamiento, consistente en la
remocién de restos de fignina proceso gue
resulta en 1la eliminacién e compuestos
téxicos a través de efluentes. En afios
recientes se han producido interesantes
avances en biopulpaje, bioblangueamiento y
tratamiento de efluentes, los que aparte de
ser procesos no contaminantes tienen un
requerimiento energético slgnificatlvanente
menor que los tradicionales.
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SIMPOSIO TRANSPORTE DE CALCIO Y FUNCION CELULAR

CALCTOM TRANMSPORT AND CELIULAR FUNCTION (Symposium 1)
Sufrez, B. Centro de Bstudios Cientificos de Santiago
y Departamento de Fisiologia y Biofisica, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile.

Calcium plays a central role in the regulation of
cell function. Cal* is compartimentalized and the free
intracellular Cal* concentration can fluctuate over
several orders of magnitude during a cell functional
cycle. Specific wmechanisms maintain resting calt
concentrations or elicit rapid changes of intracellular
[Ca¥*] in response to extracellular stimuli. Calcium
homeostasis is finely tuned by the interplay of

Coordinador: Benjamin Sudrez

ACTIVATION MECHANISMS OF CALCIW CHANNELS FROM
SARCOPLASMIC RETICULUM OF SKELETAL MUSCLE. _Byll, R.
Departamento de Fisiologia y Biofisica, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile.

Calcium channels have been detected in isolated
membranes from sarcoplasmic reticulum (SR) from frog
muscle. Several lines of evidence indicate that these
conductances participate in calcium release during
excitation-contraction coupling. High conductance
channels present in rabbit and frog SR are activated by
ATP and calcium applied at the myoplasmic side and
blocked by magnesium and ruthenium red. The channels

different transport systems (carriers and ch 18}
present in the cell membrane or in the membranes of
intracellular organelles such the endoplasmic (ER) or
sarcoplasmic reticulum (SR), that are activated and/or
modulated by a variety of effectors.

In neurons, an increase in intracellular [Caz'] is
normally triggered by depolarization of the cell
membrane that activates voltage dependent calcium
selective ch 1s. Very t ev:l.denco also suggests
a contribution from intracellular Ca’* release. In
cardiac muscles, Ca‘* influx via voltage dependent
calcium channels, Na/Ca exchanger and intracellular Ca*
release from the SR contribute to the elevation of
internal free [Ca’*] during the excitation-contraction
coupling proceu In skeletal muscle, in contrast, major
changes in [Ca’] take place as a consequence of cal*
release from the SR.

This symposium will discuss the regulation mechanisas
of the calcium transports systems and their relevance
to cell function.

Supported in part by Proyecto FONDECYT 89-902.

EVIDENCE FOR CA-INDUCED CA RELEASE IN ISOLATED RAT
CARDIAC MYOCYTES. Eisner, D.A., O'Neill, S.C., Donoso,
P. & Valdeomillos, M. Department of Physiology,
University College, London.

We have investigated the extent to which Ca-induced
Ca release in involved in cardiac contraction. The
following results were obtained. Removal of extra-
cellular Ca immediately abolished both the Ca current
and contraction. There are two explanations for this:
{a) the sarcoplasmic reticulum has been depleted of
Ca or (b) the Ca current is required to initiate Ca-
induced release of Ca from the s.r. We have measured
the Ca content of the s.r. from the magnitude of the
release of Ca produced caffeine. This was not
decresed by exposure to Ca-free solution showing
that the s.r. still contains Ca. This supports
hypothesis (b).

Ca-induced Ca release has been damonstrated directly
by releasing Ca rapidly using the "caged” Ca containing
ompound nitr-5. This contraction was abolished by
ryanodine showing the involvement of the s.r.

Finally, we have examined the mechanism of action of
caffeine on both Ca release and contraction. The
data indicate that (i) caffeine probably acts via
sengitizing the Ca-induced Ca release to Ca and (ii)
that the effects of caffeine on oogtraction result
from a carbination of elevated (Ca‘*), and a direct
effect of caffeine on the contractile machinery. ,

pr in SR wembranes from the frog are activated by
micromolar concentrations of (1,4,5)-1nositol
trisphosphate, a postulated internal agonist of EC-
coupling. This drug increases fractional open time in
a concentration dependent manner without effect on
single channel conductance. Gating and conductance of
‘the same channel are modified by nanomolar
concentrations of ryanodine, a plant alkaloid that
elicits irreversible contractures.

SR membranes from frog muscles also contain another
channel selective for calcium and barium, insensitive
to calcium and ATP or InsP3 but activated by caffeine.

The available evidence favors the view that the
calcium channels from the SR are agonist-activated
conductances. Endog or g agonists activate
the channels by increasing fractional open time without
alteration of single channel conductance. Channel-
activation results wmwainly from the concentration
dependent decrease of closed time intervals.

Supported by Grants FONDECYT 88-972 and 89-902, NIH
Grant GM-35981.

MEBCELLNAR DYSEMICS OF Cal' MOVILTZATION FOLLOWING
FITCED GOTED TRARRENMORANE REIEASE  FROM
INTRACHLINLAR POOLS IN BULLFROG SYMPATHEYIC MBURONS.
Arture Benandezr-Cruz. Dept. of Meurosciences. Roche
Institute of Molecular Biology. Nutley, KJ. 07110, USA.
and Instituto de Neurosciencias, UNAM, Mexico City.

A combination of laser scanned confocal microscopy
image was applied to

sonitor spatiotemporal [Ca’*); gradients in voltage-
neurons.
Recordings were made in the whole-cell mode and fluores-
sent :lnd:l.clt.ou (rluo-a or Rhod-2; 200 uM) were applied
ipet to cbserve steady and rapidly dissipa-

c Mm Mpplication of a single voltage

'gr dmmmm“ot increased
fca’*); vhich reached the center of the cell in about 302
ms. Ca signals in the nucleus were consistently larger
and decay¢d more slowly. A similar pattern was cbserved
when intracellular Ca-release was induced by caffeine
(CAF). Hsm of mecroscopic Ca-activated K

surrents (I“ were conducted to moniitor changes in
?&”ll (V.-—M) Pressure-ejection of 10
[ ] cnr produced a transient

increase of L
spplications (10-200 ms) produced small recp&mLu t.hat
were additive. Longer pulses elicited a very steep
increase of the response; which saturated with 1-2 sec
exposures. Large responses exhibited a refractory period
of several mimutes sting depletion and subsequent
nmth Changes in Ca‘*were not homogenecus suggesting

variations in density of release sites.
Mu'ohno (100 uM), procaine (2mM) and ryanodine (S
uM), blockers of Ca-release in skeletal muscle, had
similar effects in neurcnal Cal‘releass. Surprisingly,
ruthenium red (3@ uM) did not bl the reloue, but
delayed the reuptake, producing responses
which lasted for several I:l.mxul p sent, we
investigate the pharmacology of Ca-nleau from the CAF-
sensitive paol.
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SIMPOSIO DIFERENCIACION Y DESARROLLO EMBRIONARIO

REGULACION DE LA SINTESIS DE PROTEINAS DURANTE

EL DESARROLLO INICIAL DEL RATON. (Regulation of
protein synthesis during early development of

the mouse).

Luis Izquierdo y Roberto Mayor. Departamen-

to de Biologia, Facultad de Ciencias, Universi

dad de Chile.

La capacidad de regulacidn del embridn inicial
de ratdn sugiere que su desarrollo, antes de la
blastulacion, no se representaria tan bien por
un programa lineal de expresifn génica como por
una red de eventos genéticos y epigenéticos en
equilibrio. Sin embargo, nuestros resultados re
velan que los agentes que inhiben la replicacidn
del DNA afectan el patrdn de sintesis proteica
mientras que las modificaciones de la forma celu
lar causada por agentes que interfieren con la
compactacién de 1a morula no afectan dicho pa-
tron en forma significativa. Se interpreta és-
tos y otros resultados de acuerdo con diversas
concepciones de la diferenciacién celular y mor-
fogénesis.

REMODELACION DE CROMATINA DURANTE EL DESARROLLO EMDRIONARID BE ERIIOS
DE MAR, (Resodeling of chrosatin during sarly developasatal stages of
s wrchinal, fuchis Mo, Noatecinon, B,

Depto. de Biologia Molecular, Universidad de Coscepcid:, Chile.

Burante las prineras stapas del desarrollo de squinesernes tres
grupos du, genes para histonas son sequencialmente expresades, las
variantea (S, desde Ja fecundacién hasta el estedo de 18 blastéaeres,
las variantes tespranas, sayoritarias entre 16 blastéseros y bidstula y
las variantes tardias, preponderantes después de 1a aclesife. Estes
grupos difieren eatre si tanto en la organizacién ée los gemes que lss
codifican coao en 1a aicroheterogensidad de variasntes hoadaimes. Ea o)
prasente trabajo se describen las carscteristicas de las prsteisss
crososcaales que conforean la crosatina en ovocitos v ' al coaiesze del
desarrollo las cuales son comparadas con las presentes se estades
larvales. Los resultados obtenidos punden resusirse coeo sique 3
durante 1as priseras etapas de segeentacién 1a crosstina estd conforss-
da por particulas nuclecsosales atipicas, forsadas a lo eenos por 7
variantes CS diferentes entre si que presenten un caricter aenos bisico
que las histonas tradicionales, eatas variantes se encumtran ADPribo-
siladas y acetiladas. Interaccionan con §23 p.b. de ADN y pravalecen e
estados larvales de desarrollo aunque wuy diluidas por varisntes
larvales. El cosponente de NHCP es suy heterogéneo y no presenta dife-
rencias suy significativas durante los priseros estados de segeenta-
cién. Al igual que las histonas CS, algunas proteimas acidicas se
encusntran ADPribosilades vy prevalscen en crosatina en atapas larvales
de desarrollo. En contraste con las variantes CS las atapas larvales
contienen una crosatins forsada eayoritarissente por histonas clisicas
cuya sicroheterogeseidad varia mn_ diterentes wstados larvarios, sin
wbargo, 1o sinilitud de las coaposiciones amincaciditas sugiere que
las diferencias observadas se deben a2 wmodificaciones post-traducciona-
les de estas histomas. El conjunto de estos resultados indica que
durante ol desarrollo esbrionario tesprano la crosatina adquiere uma
estructurs en sosaico en  [a cual estin representadas [a mayor parte
de las proteinas crosasosales en funcidén del tiespo y cantidad que han
sido expresadas durante el desarrollo. Se desconoce a la feche ti
existe selectividad en distribucién espacial de las diferentes protei-
nas croscsosales en los diferentes territorios del esbridn.

Proyectos FONDECYT 0789-88. U. de Concepcidn 203117 y 203111,

Coordinador: Eduardo Bustos

The preservation of mammalian germplasm.

D.G. Whittingham, MRC Experimental Embryology &
Teratology Unit, St.George's Hospital Medical School,
Cranmer Terrace, London, SW17 ORE,

In 1949, Drs. Polge, Smith and Parkes (Natural
Institute for Medical Research, U.K.)discovered the
protective action of glycerol on the spermatozoa of
several species during freezing and thawing. Within
the next 10 years, the preservation of bull spermatozoa
became an established routine technique in cattle
breeding programmes. During subsequent years, many
other cells and tissues have been successfully stored
at low temperatures and cryobiology has become a
recognised scientific discipline investigating the
mechanisms involved in the preservation of life and
the causes of death at low temperature. In 1972 the
preservation of mammalian embryos became a reality. Dr.
Wilmut (AFRC, Cambridge, U.K.)and Drs. whittingham
(Cambridge University, U.K.), Leibo and Mazus (Cak
Ridge National Laboratory, U.S.A.)showed that mouse
embryos under the protection afforded by dimethyl
sulphoxide can 'survive freezing to temperatures as low
as -269°C (liquid helium)and produce normal fertile
offspring after transfer to the reproductive tract of
recipient foster mothers. In 1977, Dr. Whittingham
reported the first successful storage of mouse oocytes
at -196°C with the birth of live offspring from frozen-
thawed ococytes fertilized in vitro.

Recent success with the freezing of primary ovarian
follicles and the production of mature oocytes in extra
ovarian sites provides a potential source of female
gametes hitherto unavailable in the mammal.

Over the intervening years it has become clear that
gamete and embryo storage techniques are not only
confined to biomedical research, but they have far
reaching practical uses in the agricultural industry,
the conservation of rare breed and endangered species
and in the treatment of certain forms of infertility.

LA OVOGENESIS DE LAS RANAS MARSUPIALES DE AMERICA LATI-
NA: NUEVOS MODELOS PARA VERTEBRADOS (Oogenesis of the
marsupial frogs from Latin America: New vertebrate
patterns). del Pino, E. M. Departamento de Ciencias
Biol8gicas, Pontificia Universidad CatSlica del Ecua-
dor, Quito.

En la rana marsupial Gastrotheca riobambae hemos
encontrado que el patron’ del desarrollo tempranoc y su
velocidad se encuentran profundamente alterados en
comparacidn con otras ranas, como por ejemplo Xenopus
laevis. La incubacidn materna en Gastrotheca se encuen-
tra acompafiada por un incremento notable en el tamaiio
del huevo, lo cual, a su vez est& acompafiado por los
cambios del patrSn de desarrollo. Por otro lado, la
velocidad del desarrollo temprano es comparable a la
del ratbn, debido a la proteccifn materna. El desarro-
1lo temprano de los animales, viene ya programado en el
huevo. Por tanto, es de esperarse que la ovogénesis se

re profund e alterada en las ranas marsupia-
les. Nuestro trabajo ha demostrado que a diferencia con
X. laevis, durante la ovogénesis de G. riobambae se
acumulan cantidades muy pequeiias de rRNA, como resulta-
do de una modesta amplificacifn de los genes riboscma-
les (rDNA). La baja amplificacifn del rDNA se refleja
tambi&n en el nfimero limitado de nucleolos con que
cuenta el ococito de Gastrotheca. La baja cantidad de
rRNA est$ asociada al desarrollo mis lento, como en
los mamiferos, en los cuales el oocito no amplifica el
IDNA y la cantidad de rRNA acumulada es pequeiia. Exis-
ten, sin embargo, ranas marsupiales cuyo desarrollo
ocurre a velocidad alta. La aceleracifn del desarrollo
ha sido posible por un incremento en las reservas de

RNA del huevo, debido a que se ha incrementado el nfi~
mero de nficleos en el oocito, como en Flectonotus
maeus, en donde los cocitos tempranos son multinuclea-
dos con 2.000 nficleos o mfs por ococito.
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SIMPOSIO EXPRESION GENICA EN TRIPANOSOMATIDOS

SINPOSIOS: EXPRESION GENICA EN TRIPANOSOMATIDOS Y
BIOLOGIA CELULAR DE PROTOZOOS (Gene expression in
Trypanosomatides and Cell Biology of Protozoa).
Cazzulo, J. J.* y Galanti, N ** Coordinadores,
*Instituto de Investigaciones Bioquimicas, Fundacién
Campomar, Buenos Aires, Argentina y ** Departamento de
Biologia Celular y Genética, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile.

La Biologfa Celular y Molecular de Tripanosomitidos ha
abierto caminos insospechados para 1la Biologia y la
Genética. Asi, desde el descubrimiento del DNA en
aitocondrias hasta la edicién de transcritos en esos
mismos organelos, estos protozoos se han convertido en
fuente permanente de nueva inforwacidn. Problemas - tan
interesantes como las peculiares transformaciones
fenot {picas en diferentes ambientes, los intrincados y
finos mecanisaos de evasién de la respuesta inmune del
huesped, la divisién mitética sin condensacion de la
cromatina, la organizacién de ribosomas en base a
numerosas particulas de rRNA de tamafios diversos, la
transcripcién  discontinua del mensaje genético, la
asignacién de ciertos genes a fragmentos de DNA
denominados  "minicromosomas”, convierten a los
tripanosomstidos en uno de los centros de la
investigacién bioldégica. Sumado a lo anterior esta el

hecho que muchos de ellos constituyen un grave problema

de salud para la poblacién humana y una importante
fuente de pérdida de recursos animales y vegetales,

En dos simposios, se tratarian temas tales como
mecanismos de glicosilacidn de proteinas, enzimas de
superficie en la interaccidn parasito-huesped,
actividad de proteinasas, enzimas de replicacidn del
DNA, genes que codifican para antigenos especificos y
mecanismos de diferenciaciéon celular de estos
protozoos. Esta diversidad temidtica es un refiejo de la
intensa investigacidén que se desarrolla en lberoamérica
en torno a estos protozoos parasitos.

METABOLISMO DE POLIAMINAS EN TRIPANOSOMATIDOS (Polya-
mine metabolism in trypanososatids). Algranati, I1.D.;
Sanchez, C. vy Sonzalez, N.S. Instituto Luis F. Leloir
“Fundacién Campomar”, Buenos Aires, Argentina.

Las poliaminas desespeian un rol esencial eh la
proliferacién y diferenciacién celular. Recientemente
se ha demostrado que algunos inhibidores de la biosin-
tesis de poliaminas blogquean la multiplicacién de
Trypanosoma brucei y pueden curar infecciones produci-
das por este paradsito. Por esta razén se ha iniciado
el estudio del metaboliseo de poliaminas en otros
parasitos como T. cruzi y L. sexicana con el objetivo
de investigar la posibilidad de la utilizacién de dro—
gas antipoliaminicas en la quimioterapia de 1la
Enfermedad de Chagas y en Leishmaniasis.

Se utilizaron epimastigotes de T. cruzi y promas—
tigotes de L. mexicana para medir la velocidad de en-
trada de varias poliaminas y amino Acidos bdsicos,
como asi también la conversi6on in__vivo de arginina,
orpitina y lisina en poliaminas. Los niveles endégenns
de poliaminas y la actividad de las decarboxilasas de
ornitina y arginina se determinaron en extractos
celulares en condiciones adecuadas para cada caso.

Los resultados indicaron que espermidina vy
espermina son las poliaminas mas abundantes en L.,
cruzi, msientras en Leishmania la relacién putrescina :
espermidina es aproximadamente 4:1. Se ha detectado
elevada actividad de ornitina decarboxilasa en L.
mexicana. En cambio en ¥. cruzi s6lo existen trazas de
esta enzima y de arginina decarboxilasa. El estudio de
las propiedades de la ornitina decarboxilasa de
Leishmania indicé que es estable, a diferencia de la
enzima de células de wmamifero. Los datos obtenidos
peraiten concluir que en T. cruzi gran parte de las
paliaminas son tomadas del medio de cultivo y en L.
ssmicana son preferentemente sintetizadas por el
pawrasito. Este hecho permitiria utilizar inhibidores
de la sintesis de poliaminas para bloquear la prolife-
raciéon de la Leishmania.

Coordinador: Norbel Galanti

QUINASAS DE PROTEIMAS EX Trypasosoma truzi (Protein kinases in Irypanosoma
cruzi)., Tellez-Iide, N.T.; Gémez, N.L.; Ulloa, R.M.; Erijean, L. y Jorres,
H.M,  Instituto de Investigaciones en Ingenieria Genética y Biologia
Molecular, Busnos Rires,. Argentina.

£] proceso de diferenciacién en Trypanosoaas de foreas epimastigotes a
triposastigotes esté asociado a un qusento intracelular de AMPciclico y las
bases soleculwres de este proceso son poco conocidas. En nuestro laboratorie
se caracterizé uma quinasa de proteinas dependiente de AW Liclico (FKA) en
forsas epimastigotes de T, cruzi.

Extractos citosélicos del pardsito se crosatografiaron por DEAE
celulosa y se obtevieron dos fracciones con actividad de quinasa de protei-
nas. La fraccidn que eluye 2 0.320 de MaCl (PKID) se estisula con coacen-
traciones nanosolares de AW ciclico y posee capacidad de unir especifica-
sente al nucledtido, sientras aue la actividad de quinasa observada a 0.154
de NaCl no se activa con AP ciclico oi tiene capacidad de unirlo.

La boloenzima PXI] se disocié #n el cosponente requlatorio y el
catalitico. Estos cosponentes reconstituyee ua sistesa hoséloge y heterdlogo
con subwnidades purificadas de curazés bovino RII y C. El AP ciclico
revierte en asbos casos la ishibiciée pnmcm por la subunidad R. En
ausencia de aceptor de fosfates, la se autofosforila en un
polipéptido de 56Kd. Esta proteina es reconocida en Hestern dlots por un
anticuerpo policlomal contra la subunidad requlatoria tipe II de corazin.

& su vez ee las formas epimastigotes se caracterizé wna quinasa de
proteinas tipo C, dependiente de Ca2* y fosfolipidos. La enzima requiere
Ca?* y fosfatidil serina para su actividad y se encuentra parcialeente
soluble y pegada a sesbranas. Ambas eozimas se purificaron y adsorbieron en
colusnas de fenil-sepharosa en presencia de Ca?* y se eluyeron con E6TA. La
quinasa C asociada a sesbranas coso Ia fraccidn soluble presentan las sismis
caracteristicas : fosforilan preferencialsente histona Hi, se estimulan
por diacilglicercl y ésteres de forbol y se inhiben por polimixina By
estaurosporina.

Por fraccionamiento subcelular la PKC se encuentra asociada con
uicrososas y fraccidn citosélica, a diferencia de 1a PKA que es citosélica,

Estas evidencias adicionadas a la requlacién de 1a fosfodiesterasa de
T. rtruzi por Ca*-calsodulina indican que el sistesa regulatorio que
involucra sequndos mensajeros es semejante en el pardsito al de células de
samiferos.

ORGANIZACION DE LOS GENES QUE CODIFICAN ANTIGENOS DEL
TRYPANOSOMA CRUZI (Organization of genes encoding
Trypanasoma cruzi antigens). Macina, R.A.3; Affranchi-
no, J.L.; Pollevick, 6. and Frasch, A.C.C. Fundacién
Campomar, Buenos Aires, Argentina.

€n trabajos previos del laboratorio se clonaron
genes de J. cruzi que codifican antigenos del parasito
Y Que son reconocidos por sueros obtenidos de pacien—
tes en el periodo agudo y crénico de la Enfermedad de
Chagas {lbaiez y cuol. Mol. Biochea. Parasitol. 25 :
1753, 1987; Mol. Biochem. Parasitol. 30 : 27, 1988 y
Affranchino y col. Mol. Biochem. Parasitol. 34 : 221,
1989). La secuencia de ocho de estos genes demostré
que estan formados por repeticiones iguales que varian
entre 15 y 204 nucleétidos de acuerdoc al gen conside—
rado. Dos de estos genes, denominados SAPA (por Shed
Acute Phase Antigen) y %30 fueron analizados en 15
aislamientos del pardsito obtenidos en Bolivia, Brasil
y Argentina. SAPA estd constituido por una familia de
4 a & genes homdlogos, la mayoria de ellos presentes
en todos los aislamientos analizados. Se observé una
gran heterogeneidad en el tamaio de los fragmentos de
restriccién entre los pardsitos estudiados. Esta
heterogeneidad se debe principalmente a la diferencia
en el nimero de repeticiones presentes. Este resultado
se confirmé luego del estudio de tres genes clonados
homélogos a SAPA, los que poseian 14, 33 y 47 unidades
repetidas. El segundo gen analizado, nimero 30,
también varia en cuanto al nidmero de repeticiones
entre cepas, 1o que se correlacioné con diferencias en
los tamafios de los ARN mensajeros y las proteinas
correspondientes,  Estos resultados indican que
antigenos homologos pueden variar en tamafo entre
cepas de T. cruzi debido a que los genes que las
codifican poseen un namero variable de unidades
repetidas.
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Estudios sobre la sintesis de DNA y DNA polime
rasas en formas epimastigotas y tripomastigo-"
tas de Trgganosoma cruzi. (Estudies of DNA syn
thesis and DNA polymerases on T. cruzi epimas-—
tigote and tripomastigote forms).

A. Solari, J. Venegas y C. Rojas.

Depto. de Bioquimica, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile, Casilla. 70086, Stgo. 7

El pardsito Trypanosoma cruzi es el agente cau
sal de la enfermeda e CEagas, el cual posee”
un ciclo biolégico con miltiples formas celula
res. ’

Existe una forma proliferativa o epimastigota
en el huésped invertebrado y una forma no pro=
liferativa o tripomastigota en la sangre del
huésped vertebrado. Con el prov8sito de estu-
diar la regulacibén de proliferacién durante la,
transicifn epimastigote-tripomastigote, hemos
montado el mé&todo de diferenciacién celular de
sarrollado por: V. Contreras y S. Goldenberg
con la cepa de T. cruzi LO. Los resultados in~
dican que las formas tripomastigotas no poseen
la capacidad de sintetizar DNA de acuerdo al
test de incorporacién de T3H] Timidina en DNA,
sin embargo, ellas presentan una actividad to-
tal de DNA polimerasas equivalente a la encon-
trada en formas epimastigotas. Resultados de
purificaci8n y caracterizacifn de las DNA poli
merasas de epimastigotes indican que existen
al menos dos formas de DNA polimerasas distin-
guibles por varios criterios. Estudios de sfn-
tesis de DNA por autorradiografia sugieren que
al menos una de las DNA polimerasas nucleares
de las formas epimastigotas serfa sensible a
afidicolina, agente conocido como potente inhi
bidor de las DNA polimerasas £y ,/ de mamiferos
Financiado por PNUD/World Bank/WHO y UNIVERSI-
DAD DE CHILE.
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(Immunocytochemical localization of sugar-binding
protc;ns, neuraninidase and cloned antigens in

anosoma cruzi). De Souza, W. - Instituto de
Biofisica Carlos Chagas Filho, UFRJ, Rio de Janeiro,
Brasil.

In the last years new advances in the
immmocytochemietry field opened the possibility for
the high resolution localization of macromolecules
using ~gold-labeled probes. Using neoglycoproteins
evidences were obtained for the existance of lectin-
like substances on the surface of trypomastigote, but
not in epimastigote and amastigote forms, which
recognize N-acetyl-glucosamine and D-galactose. These
observations are discussed in relation to the effects
exerted by some monosaccharides and lectins on the
process of T. cruzi - host cell interaction.
Neuraminidase was located on the surface of the
trypomastigote-amastigote transition form whieh is
infective. Evidences were obtained showing that this
enzyme, which seems to be involved in the process of
infection of vertebrate cells by T. cruzi is secretsd
through the flagellar pocket of trypomastigotes. We
used some polyclonal antibodies obtained by Frash and
co-workers against antigenic proteins encoded by six
recombinant DNA clones and the results obtained showed
that one of the antigens, which has a high molecular
weight and contains tandemly repeated aminoacid
sequence motifs which are recognized by sera from
patients with Chagas's disease, as located in the
region of flagellum-cell body adhesion.

Work supported by WHO, FINEP, CNPq and FAPERJ.

SIMPOSIO BIOLOGIA CELULAR DE PROTOZOOS

N-GLICOSILACION DE PROTEINAS EN MAMIFEROS Y PROTOZOA-
RIDS : DIFERENCIAS Y SIMILITUDES. (Protein N-6lycosy—
iation in mammals and protozoa. Differences and
similarities)., Farodi, A.J. Fundacién Camp -
Buenos Aires, Argentina.

Tres tipos de oligosacdéridos son transferidos de
derivados de dolicol-P-P a proteinas en protozoarios :
a) el oligosacdrido completo (Glc3Man961cNAc2), lo
mismo que en células de mamiferos, plantas, insectos y
hongos de tipo salvaje, es transferido en Euglena
gracilis; b) Glc3Man3G1cNAC2 es el compuesto transfe-
rido en Jetrahymena pyriformis y 1. thermophyla, lo
mismo que en la linea celular de linfoma murino Thy-i.
Difiriendo de estas células, ambas tetrahymsenae
formaron dolicol-P-Man tanto in_ _vivo coso in vitro
pero resultaron deficientes en todas las manosiltrans-
ferasas dependientes de dolicol-P-Man. Como no se
encontré manosilacién de residuos Ser/Thr en asbas
tetrahymenae, estos resultados sugieren que dolicol-P-
Man estaria involucrado en la sintesis de algin otro
glicoconjugado desconocido; c©) en tripanosématidos
oligosacdridos no glucosilados son transferidos a
proteinas (Man 6,7,9 GlcNAc2, dependiendo de las
especies). Estos protozoarios son deficientes en la
formacién de dolicol~P-Glec, y algunas especies también
en ciertas manosiltransferasas dependientes de
dolicol-P-Man. Se encontré que la oligosacariltransfe—
rasa de tripanosomdtidos transfiere, en ensayos libres
de células, Blcl-3Man9GIcNAcZ y Man7-9GIcNAC2 a la
misma velocidad mientras que la enzima de samiferos y
hongos transfiere. Blc3Man9GlcNAC2 en foraa preferen-
cial. Las glicoproteinas de tripanosomitidos, al igual
que las de mamiferos, plantas y hongos resultaron ser
glucosiladas transitoriamente en el reticulo endoplds-
aico.

Apoyado por UN/WB/WHO-TDR, CONICET (ARG.) y UBA (ARG.)

Coordinador: Juan José Cazzulo

CISTEIN PROTEINASAS EN Trypanosoma cruzi (Cisteine
proteinases in Jrypanosoma cruzi). Cazzulo, J.Jd,
Instituto de Investigaciones Bioquimicas Fundacién
Campomar, A. Machado 151, 140S Buenos Aires, Argenti-
na.

Hemos purificado hasta homogeneidad proteica una
cistein.proteinasa a partir de epimastigotes de la
cepa Tul 2 de J. cruzi. Es una glicoprotéina monaméri-
ca, con un peso molecular de &0 KDa. Contiene aproxi-
madasente 10% de carbohidrato, del tipo de alfa
®anosa. Hemos determinado su cosposicién en aminodci-
dos, y la secuencia de 32 aminoicidos del extreso
N-terminal, asi como de un péptido triptico interno;
estas partes de 1a molécula presentan un &5% de
identidad con la papaina y la catepsina L de samifero.
Un segundo componente difuso (PM 25 a 35 kbDa),
presente en algunas preparaciones, es un producto de
degradacién de la enzima, pues al menos dos de las
handas presentan la misma secuencia N-terminal del
polipéptido original de 40 kDa. La enzima es activada
por 2-sercaptoetanol, ditiotreitol Y glutation
reducido, e inhibida por E-64, TLCK, drganomercuriales
y leupeptina. La proteinasa es capaz de degradar
proteinas, como azocaseina, seroalbuimina, hasoglobina,
fibrinégeno e Ig6, y sustratos sintéticos con grupos
cromogénicos; en este Gditimo caso, la unién que se
rompe incluye el carboxilo de Arg o Lys. Por electro-
foresis en geles de poliacrilamida conteniendo
fibrinégeno, y por revelado de Western blots de
extractos totales del pardsito con un antisuero contra
la enzima purificada, observamos que esta proteinasa,
para la cual proponemos el nombre de “cruzipaina“, es
la principal cistein proteinasa presente en epimasti-
gotes de diferentes cepas y cliones del pardsito, y
también, aunque en menores niveles, en amastigotes y
trypomastigotes.

Subsidiado por TDR/OMS, SAREC Y CONICET.
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SIMPOSIO TRANSDUCCION DE SENALES

TRANSDUCCION DE SERALES (SIGNAL TRANSDUCTION).
Simposio 5. Foster, R. Departamento de Fisiolo
gfa y Bioffsica, Facultad de Medicina, Divi-
sidn Ciencias Médicas Norte, Universidad de
Chile.

€l cawbio, de un instante a otro, en la expre-~
sidn de la conducta de una cé€lula, es el resui
tado de la activacidn de sistemas de sefiales
que transfieren informacidn desde la superfi-
cle celular al interior, los cuales, usando un
repertorio molecular mfnimo, representado por
los segundos mensajeros, regulan un varlado nu
mero de respuestas celulares. No es de extra-
flar entonces que, cuando un misculo se contrae
una célula adrenal secreta o un oocito fertili
zado, los mensajeros secundarios, mediadores
de la accidn sean los mismos. Asf, estos sis-
temas de sefflales, tienen un cardcter universal
La informacidn, transducida por protefnas G,
estd mediada por al menos dos grandes sistemas
de segundos mensajeros: Uno, representado por
el inositol trisfosfato (IP3) y diacilglicerol
(DAG), y otro representado por el adenosin mo-
nofosfato efclico (AMPc), siendo este dltimo
el mds estudiado. En este Simposio, a nivel
de segundos mensajeros, veremos al IP3 en el
acoplamiento exitaclon-contraccion y al DAG
participando en la activacidn de la protefna
quinasa C a través de tres mecanismos diferen-
tes. A nivel de transduccidn estudios en las
subunidades Gs y Gi de la protefna G del
oocito de X. laevis y finalmente regulacidn de
canales de calclo en células endocrinas por
segundos mensajeros.

FOSFOINOSITIDOS EN MUSCULO ESQUELETICO: PAR-
TICIPACION EN EL ACOPLAMIENTO EXCITACION -
CONTRACCION. (Phosphoinositides in skeletal
muscle: role in excitation - contraction
coupling). Carrasco, M.A., Sénchez

Hidalgo, C. y Jaimovich . Depto. de isio-
Togia y BIofisIca Fac. de Medicina, Univ.
de Chile, Santiago, Chile.

En analogia con otros sistemas celulares,
el inositol trisfosfato, IP ha sido propuesto
como mensajero quimico rgsponsable del aco-
plamiento excitacidén-contraccién en misculo
esquelético. Brevemente, el modelo propone
que, como consecuencia de la depolarizacidn
de la membrana de los tiubulos transversales,
se formarfa IP, por hidrdlisis de fosfatidil-
inositol 4,5 -bisfosfato (PIP,), liberé&ndose
al espacio triddico. E1l IR glcan:aria por
difusién la regién de las cisternas termina-
les del reticulo sarcoplasmdtico abriendo ca-
nales de calcio con lo cual aumenta la con-
centracién de calcio intracelular. Final-
mente, el IP debe ser degradado por fosfa-
tasas especf%icas.

En estudios realizados con células muscu-
lares y con membranas aisladas de misculo
esquelético de anfibio, hemos determinado 1la
presencia de maguinaria metabélica para la
sintesis y degradacién de PIP y para el ca-
tabolismo de IP3 . Estos regultados apoyan
la hipétesis de IP3 como mensajero quimico
del acoplamiento excitacién-contraccién en
misculo esquelético.

Financiado por Fondecyt 896, NIH GM 35981 y
Univ. de Chile DTI 2123.

Coordinador: Richard Foster
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CANALES [E CALCTO EN CELILAS ENDOCRINGS: REAXACIKN Y PAPFL, EN
A SHRECEN KR EXOCTICETS (A new class of calciun chamels o~
trolled by receptor activetion and second messenger). ;R_J_'E_ E.,
Higalep, J., Canwll, P., Myeter, I, Oe, Stutzin,
Mgmc 5. Taboratorio de B Cnm]ary(kaim Ser-
Vicio Neciarel de Salud, Bethesda, URA y Faoultad de Madicina,
Universided de (hile. 2%
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SIMPOSIO PROCESAMIENTO INTRACELULAR DE PROTEINAS

"WUTACIONES QUE AFECTAN EL ENSAMBLAJE
PEROXISOMAL (Mutations effecting peroxisomal
assembly) Santos, M..)., Dept. Biologfa Gelular,
P. Universidad Catélica de Chile.

Loa peroxisomas eon organelos calularee
esenciales, cuyas protéinas son sintetizadas

on ribosomas 1ibres a importadas
posttraduccionalmente al organelo, sin
proceaamiento proteolitico. Racientemente,

se han identificado sefiales de destinacion en
las protefnas peroxisomalee en su -extremo
carboxflico, También se han identificado
algunos el ntos de 1a maquinaria de
importacion estas proteinas, tales como
proteinas da membrana y ATP.

Estamos caracterizando células que son
portadoras de mutaciones que afectan miltiples
funciones peroxisomales, como es el caso del
S8indrome de Zellweger. Enfermeded genética
humana, letal, en que no se detectan
peroxisomas. Concordsnte con este hatllazgo,
las protefnas destinadas a la matriz
peroxisomal se sintetizan en forma normal,
pero parmanecen en el citoplasma o son
degradadas. En cambio las proteinas de 1la
membrana peroxisomal son ensambladas en
vacuolas aparentemente vacias ("fantasmas
peroxisomales”). Esto sugiere que el defscto
de asta  afeccion reside a nivel de 1la
maquinaria de importacién de protefnas
peroxisomalas al interior del organalo.

Hemos svaluado Ta presencia de

heterogeneidad genética en este sindrome.
Mediante técnicas des genética de células
sométicas detectamos 1a presencia de 5 grupos
de complementacion di.ti ntos en esta afeccién,
1o que implicarfa que o1 mencs 5 genes
participan en el onomblajo normal de 1los
porox faomas.

Coordinador: Alfonso Gonzilez

UN GLICOLIPIDO ACTUA OOMO SENAL PARA IA SEGREGACION
DE PROTEINAS APICALES (Aglycohpidactsasaszgnl

for the scu:tmg of apjcal proteins). Rodriguez-
Boulan, E., *

anrtanmtodeniologmcelularymtania Comell
University ical College, New York, NY: *Genentech,

eller University, NY.
interesado

epitelial. Previos estudios con virus encapsulados
queqaxanmformpolarizadadelasmerﬂmch
celulas epiteliales en cultivo han demostrado que

glicosil-
fosfatidilinositol (Proteinas-GPI) en la linea remal
epitelia)l MDCK. Todas las proteinas-GPI (un total de
en la cara apical
(Lisanti y ool., PNAS USA 85:9557,1988). Otras
lineas celulares epiteliales, LIC-PK1 (remal) y

gliccptote:.ragmde}lezpes)oamptxemde
secrecion no polarizada (hormona de crecimiento),
usando tecnicas de AIN recombinante, resulta en la
segregacion apical de estas neoproteinas-GPI.
(Financiado por grants de NIH, AHA, ACS y por el
MDEWD program de la Universidad de Cornell)
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TOPOGRAFIA DE LAS MODIPICACIONES POSTRADUCCIO-
NALES DE PROTEINAS EN EL LUMEN DEL RETICULO
EMDOPLASMICO Y APARATO DE GOLGI. ( Topography of
pmwmdﬂmumsofptommmluz;l

the endoplasmic reticulum and Goigi apparatus).
;umcn.',mon,c. * Capasso, ]. * Milla, M*,
Clairmont, C* , Yanisawa, K. , Y Robbins P.W. , *Depto.
d¢ Bioquimica, Escuela de Medicina, Univ. de
Massachusetts, Worcester. MA, 7 Depto. de Biologia,

Estudios en nuesiro laborstorio, usando enfoques bioquimicos,

UOP-N-acelll 'y UDP-giucosa pero no pars
Esto sugiere que la sintesis de idos unidos & dolicol
ocurre de maners en la membrana de esie organelo y

COMPONENTES DE LAS VESICULAS DE SECRECION.
(Sorting of Secretory Vesicle Components).
KELLY, R. Department of Biochemistry and
Biophysics, University of California, San
Francisco, CA 94143,

The formation of organelles requires the
proteins be sorted correctly to their
destinations. The soluble proteins inside
endocrine secretory granules have sorting
information that allows them to be selected
and sorted at high concentration. Recently
we have begun to examine the sorting of
membrane proteins in gecretory cells. We
have shown that synaptic vesicle membrane
proteins are expressed in endocrine cells and
are selectively targeted to a structure with

the properties of authentic synaptic vesicles,

These synaptic vesicle-like structures arise
by endocytosis. They are not present in non-
neuronal cells, even when DNA encoding a
synaptic vesicle protein_is expressed in them
Sorting of synaptic vesicle proteins into
synaptic vesicles promises to be a fruitful
area of research since the vesicles are
simple, easy to isolate and very well
characterized.

F___-__-_-._-_

SIMPOSIOS

SIMPOSIO: DESTINACION Y PROCESAMIENTO INTRA-
CELULAR DE PROTRINAS (Intraceilufar addressing and
proceseing of proteins) Coordinador: Alfonso Gonzhlez
de 1a Roea. Fac. de Medicina. P. Univ. Catética de Chite.

Las proteinas, luego de su gintesis en el
compertimento citosdtico, son destinadas a sus distintoe
sitios de funcién en 1a céiula o a rutas especificas para
su secrecién. Durante este proceso a menudo deben
atravesar membranas, sufren modificaciones impor-
tantes en su estructura, y pueden ser sustrato de
eventoe de reconocimiento que 1as retienen en clertos
compartimentos o las dirigen hacla vesiculas especificas
de transporte. Estos aspectos se expondrén, junto con
los modeios experimentales para su estudio, en relacién
al ingreso ¥ recorrido de proteinas en fa ruta emocitica
¥y a Ia biogénesis de peroxisomas. Se analizard el
aperato que transloca proteinas a través de las
membranas del reticulo endopidsmico (RE) y los
elementos invofucrados en la - glicositacién de
macromoléculas a nivel del RE y aparato de Golgi. Ei
trifico de proteinas entre el aparato de Goigi ¥ la
superficie celular serd examinado en refacién a las
rutas alternativas de transporte y a 1as posibies sefiates
de destinacién que en distintas células epiteliaies deben
dar cuenta de 1a blogénesis de grnulos de secrecién o
de una superficie cefular polarizada Por otro ado, el
andlisis de Ja biogénesis de peroxisomas mostraré otroe
problemas propios de 1a segregacién poet-traduccional
de proteinas a organelos limitados por membranas.
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SIMPOSIO DIFERENCIACION CELULAR EN PLANTAS.

Simposio: DIFERENCIACION CELULAR EN PLANTAS.
(Differentiation in plant cells). Montenegro,
G. Coordinador. Laboratorio de Bot&nica, De-
partamento de Ecologia, Facultad de Ciencias
Biolbgicas, P. Universidad Cat8lica de Chile.

La importancia del conocimiento de la
biologia celular y molecular en plantas es
hoy dfa indiscutible debido a la creciente
necesidad de seleccionar plantas resistentes
a patbgenos y a herbicidas; propagar plantas
resistentes a la sequia con fines de refores
tacibn en zonas &ridas y otras que generen
recursos vegetales con potencial econSmico
ya sea industrial, medicinal o alimenticio.

Durante el desarrollo del simposio se
analizaréin los Gltimos avances en aspectos
de la estructura molecular de la pared celu
lar y el rol en el crecimiento y diferencia
cifn de la c&lula; cambios ultraestructura-
les de c&lulas sometidas a la falta de gra-
vedad (experimentos recientes realizados a
bordo de la Nave Espacial Columbia) y res-
puestas morfogénicas de plantas cultivadas
in vitro correlacionadas con la manipulacifn
de factores exSgenos y de la totipotenciali
dad de la cé&lula vegetal.

Proyecto FONDECYT 199/88

REGULACION DE RESPUESTAS MORFOGENICAS DE PLAN
TAS IN VITRO. (In vitro regulation of Plant

Morpﬁ_gene51s). Joragn, M. Laboratorio de Bo-
ténica, Facultad de Ciencias Biol8gicas, P. U

niversidad Cat6lica de Chile, Casilla 114-D,
Santiago.

Mecanismos conducentes a la regeneracifn de
plantas in vitro a partir de células y tejidos,
1mp11can revertir inicialmente programas onto-~
génicos pre-determinados gatill&ndose poste -
riormente diversos procesos de diferenciacifn,
organogénesis y embriogénesis. En el caso de
una reembrionalizacifn de cé€lulas parenquimdti
cas,de microsporas, o de tejidos, las respues-
tas morfogénicas en diferentes especies pueden
ser gatilladas por la concentracifn y niveles
entre varias fitohormonas utilizadas (androg&-
nesis, embriog€nesis som&tica, organogénesis
caulinar y radicular),la especificidad de cito
cininas (variacifn somaclonal), el tiempo de
induccibn por auxinas (rizogénesis) y la densi
dad celular junto con condicionantes en medios
de cultivo para suspensiones celulares y fu-
sibn de protoplastos. Las respuestas morfogé-
nicas por factores endSgenos dependen mayormen
te del tipo y condicibn del explante, de la e-
dad del tejido u 6rgano, la evolucibn del meta
bolismo secundario, especialmente el grado de
oxidacibn de compuestos fenBlicos en plantas
lefiosas y, la situacibn de estabilidad metab6-
lica y cromosomal en cultivos de larga perma -
nencia in vitro. Se ilustran diferentes ejem -
plos de p plantas estudiadas en nuestro laborato
rio que responden especificamente ante las con
diciones de cultivo indicadas.

Proyecto FONDECYT 0669/89, DIUC 85/86 y
PNUD/ONUDI-RLA/83/003/PRB.
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Coordinadora: Gloria Montenegro

MIMICKING IN ULTRASTRUCTURAL EFFECTS OF
MICROGRAVITY IN PLANT CELLS. Randy Moore and
Willjam Bowie, Department of Biological
Sciences, Wright State University, Dayton, OH,
USA and Krug International, Lyndon B. Johnson
Space Center (MASA), Houston, TX, USA.

The objective of this research was to
determine how effectively the actions of a
classical clinostat and the Slow Turning
Lateral Vessel (STLV) mimic ultrastructural
effects of microgravity in plant cells. We
accomplished the objective by comparing the
ultrastructure of cells grown on clinostats
and in the STLV with that of cells grown at
1g and in microgravity aboard the Space
Shuttle Columbia. Cells of calli and intact
seedling of corn and mustard spinach grown in
microgravity and in the STLV contained
significantly more lipid bodies, significantly
less starch and fewer dictyosomes than
comparable cells grown at 1lg. Cells of
seedlings grown on clinostats had
significantly different ultrastructure than
those grown in microgravity or in the STLV,
indicating that clinostats do not mimic
microgravity at the cellular level. Calli and
seedlings grown in the STLV had ultrastructure
similar to those grown in microgravity,
indicating that the STLV effectively mimics
microgravity at the cellular level.

LAS PROTEINAS DE LA PARED CELULAR Y SU POSIBLE ROL EN
EL CRECIMIENTO Y DIFERENCIACION DE LA CELULA YEGETAL.
{ The plant cell wall proteins and their possible role
on the growth and differentiation of the plant cell ).

Cardemil, L. Departamento de Biologlia, Facultad de Cien-
clas, Universidad de Chile.

La pared celulsr de las células vegetales puede consi-

derarse como una matriz extracelular constituida de po-
1isachridos neutros, &clidos, polimeros de resistencia,

y de proteinas, entre las cuales la mas conocida es la

extensina. La extensina es una protelna bésica rica en

hidroxiprolina y glicosilada en los residuos de hidro-

xiprolina y serina con arabinosa y galactosa respecti-

vamente. La pared celular regula el crecimiento en lon-
gitud de la célula vegetal y le da su forma durante la

diferenciacibn celular. Adembs protege a la celula ve-

getal.

Oe todos los componentes de la pared, es la extensina
la que mas sumenta cuando la célula sufre heridas o al-
gin dafio mecénico. E1 aumento de extensina en la pared
celular se correlaciona con una detencién del crecimien-
to celular.

Las semillas y plantulas de Araucaris araucana, respon-
den 2l estrés de heridas con un aumento de hasta 3 ve-
ces el nivel basal de proteinas de pared, en el caso del
embrifn y de 20 veces en el caso del megagametofito.
Inmunoimpresibn de los tejidos de semillas y pléntulas,
en papel de nitrocelulosa, usando anticuerpos policlo-
nales obtenidos contra extensina de zanahoria o contra
la extensina de cubiertas de semillas de soja, revela
que la expresidén de de la proteina depende del tiempo
de desarrollo y del tejido dafado.

Las proteinas de pared celular de semillas y pléntulas
de A. araucana, se han caracterizado por electroforesis
en geles SDS poliacrilamida y catibnica y su composicién
amino acldica se ha determinado.(FONDECYT 0160;AIN#DPES542G-
$S-8073-00).
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ROL DE POLISACARIDOS DE ALMACENAMIENTO EN PARED CELULAR
DE SEMILLAS. (The role of storage cell wall
polysaccharides in seeds ). Dietrich, S.M.C. Instituto
de Botdnica, Caixa Postal 4005-01051 Sao Paulo, S.P.
Brasil.

Storage cell wall polysaccharides found in seeds are
the galactomannans and xyloglucans. Both have been
shown to be degraded after germination and the enzimes
responsible for the complete hydrolysis have been
studied in a few species,

Galactomannans are potentially important for the
chemotaxonomy of Leguminosae since their yield and
mannose: galactose (M:G) ratio vary within subfamilies
and genera. A survey of galactomannan in seeds of
tropical Leguminosae indicated that it occurs more
frequently and in higher amounts in species of the
subfamily Caesalpinioideae than in Mimoscideae and
Faboideae. Galactomannans of Caesalpiniocideae present
higher M:G ratio. Considering the evolutive pattern
accepted for the Leguminosae in which Mimosoideae
derived from Caesalpinioideae with Faboideae being the
more evolved subfamily, the data suggest that in the
course of evolution there was a decrease in
galactomannan content with an increase in the
proportion of galactose in the molecules,
Galactomannans are highly hygroscopic compounds and
their degree of solubility is inversely proportional to
the M:G ratio. One could then suggest that the
increased branching (lower M:G ratio) of galactomannans
in Faboideae may represent and evolutive adaptation
providing an enhancement of cell water-potential with
lesser amounts of the polysaccharide. No correlation
was found between galactomannan .and velocity of seed
imbibition whereas seeds with high content and high
M:G ratio imbibed more water per weight.

Perhaps the role of galactomannans in plant water-
relations would be better envisaged in plants of arid
zones such as the Brazilian ®"caatingas®™ and the deserts.

1. Aided by FAPESP and CNPg.

SIMPOSIOS

SIMPOSIO MATRIZ EXTRACELULAR

SINTESIS, FUNCION Y REGULACION DE LA MATRIZ
EXTRACELULAR. (Synthesis, function and regula-
tion of the extracellular matrix). Coordinador:
Dr. Enrique Brandan, Facultad de Ciencias Bio-
légicas, P. Universidad Catdlica de Chile.
Santiago, Chile.

La matriz extracelular participa en un nimero de
funciones celulares en las cuales destacan adhe -
sidn, migracién, proliferacién y regulacién de la
expresidn génica. Varios componentes de lamatriz
extracelular han sido aislados destacando en -
tre sus constituyentes, al coldgeno, proteogli -
canes y glicoproteinas no-colagenosas como fibra
nectina y laminina.

En este simposio, el Dr. A.R. Kornblihtt mos -
trard evidencia de la requlacién del gen de fi-
bronectina a través del cAMP y la participacién
de diferentes factores en su expresién. A con-
tinuacién, el Dr. E. Brandan mostrard lineas
experimentales en las cuales se evaldan la sin
tesis y el procesamiento de proteoglicanes de”
hepardn ralfato, como el andlisis de un modela
en el cual se estudia la regulacién de la ex -
presién de estos proteoglicanes. Luego, el Dr.
J.J. Minguell nos mostrard cémo la interaccién
de elementos de la matriz extracelular con cé-
lulas troncales hematopoyéticas tiene una gran
influencia en la diferenciacidén de éstas. Fi-
nalmente, el Dr. C.P., Dietrich presentari evi-
dencia experimental que indica la importancia
de las cadenas de glicosaminoglicanes presen -
tes en los proteoglicanes de hepardn sulfato,
las cuales participarian en procesos de recono
cimiento célula-célula y enel control del cre-
cimiento celular.

Coordinador: Enrique Brandan

SULPFATACION, ASOCIACION CELULAR Y EXPRESION DE
PROTBOGLICAMES (Sulfation, cellular association
and expresion of Proteoglycans). E. Brandan, Fa-
cultad Ciencias BiolSgicas. P. Universidad
catélica de Chile, Santiago, Chile.

Los proteoglicanes (PGs) corresponden a un grupo
de macromoléculas compuestas de una proteina
central y cadenas de carbohidratos sulfatados,
llamados glicosaminoglicanes (GAGs). Los PGs se
encuentran asociados a la superficie celular por
interacciones hidrofébicas y/o hidrofilicas, o
bien estdn presentes en lamatriz extracelular
interactuando con otros componentes. Diferen-
tes funciones biolégicas se han atribuido a los
PGs de manera que es importante determinar los
eventos moleculares involucrados en su sintesis
como en la regulacién de su expresidn.

Las reacciones de adicién y sulfatacién de los
GAGs ocurre exclusivamente en el aparato de Gol-
gi. La enzima responsable de la adicién de gru -
pos sulfatos a la glucosamina presente en los
GAGs constituyentes de los PGs de hepardn sulfato
(PGHS), corresponde a una glicoproteina cuya acti
vidad especifica estd enriquecidaen 65,000 ve
ces con respecto al homogeneizado. Los PGHS se en-
cuentran asociados al aparato de Golgi a través
de interacciones hidrofébicas, mientras que en la
membrana plasmdtica se encuentra ademds una forma
hidrofilica de éste, existiendo una relacién pre
cursor-producto entre estas dos formas de PG.
Como modelo para estudiar la regulacidn de la ex -
presioén de PGs hemos evaluado los niveles de sin -
tesis en misculos esqueléticos de rata. Un aumen-
to significativo en la sintesis de PGs, se observa
a los pocos dias de producir desnervacidn. Experi
mentos en los cuales se ha bloqueado la actividad
muscular, sugieren que la influencia neural en la
expresién de PGs musculares es a través de laacti
vidad muscular.
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REGULACION DE LA TRANSCRIPCION DEL GEN DE LA FIBRONECTI
NA POR AMPc EN CELULAS DE LA GRANULOSA DEL OVARIQ.{Reg-—
ulation of fibronectin gene transcription by cAMP in
ovary granulosa cells) Bernath,V.A., Muro,A., Barafiao,
J.L. y Kornblihtt,A.R. -CONICET,” Buenos  Aires,
Argentina.

La fibronectina (FN) es la protefna mejor caracteriza
da de la matriz extracelular. Un solo gen da origen a
veinte polipéptidos diferentes por un complicado mecanis
mo de procesamiento alternativo del mRNA. Los fenbmenos
de adherencia y migraci6n celulares relacionados con el
desarrollo embrionario, la diferenciaci6n y el céncer
dependen en gran parte de la interaccion de la FNcon su
receptor celular (integrina).

La sintesis de FN es marcadamente inhibida por FSH,
forskolina y AMPc, en una linea de células de la granu-
losa bovina establecida en nuestro laboratorio. Las go-
nadotropinas (FSH y LH) promueven la diferenciaci6n de
las células de la granulosa durante la maduraci6n del fo
1fculo, activando la sintesis de estrégenos. El efecto
del AMPc sobre la FN es méximo a las 48 hs y es conse-
cuencia de una dram&tica reducci6n de 1os niveles de mRNA
de FN, la cual depende de la sintesis de protefnas. El
andlisis invitro de la interacci6n de factores de trans
cripcibn con la regi6n promotora del gen de laFN revela
que existen diferencias especificas de tejidos:mientras
extractos de granulosa s6lo tienen factores que recono-
cen los elementos proximales CRE (cyclic AMP recognition
element) y SPt, extractos de higado tienen Factores que
reconocen los elementos CRE, CAAT, SP1 y AP2. La demos-
tracion de interacciones protefna-protefna entre los fac
tores que reconocen CRE y CAAT, asf como el hallazgo de
distintos tipos de interacci6n DNA-protefna entre el ele-
mento CRE y su factor, nos permiten definir los mecanis-
mos moleculares del rol inhibitorio del AMPc, comparén-
dolos con los que median el ya bien documentado rol ac-
}ivador transcripcional del AMPc en otros genes de mami

eros. '

HEPARAN SULFATOS: ESTRUCTURA, BIOSINTESIS Y ATIVIDAD
BIOLOGICA. (Heparan sulfates: Structure, Biosynthesis
and Biological activity). Dietrich, C.P., Nader, H.B.,
Moraes, C.T., 0liveira, F.W., Jeronimo, S.M.B., Fer-
veira, T.M.P.U and Chavante, S. Uepartamento de Bio-
quimica,” Escola PauTista de Medicina, Sao Paulo, S.P.
Brasil.

We have previously shown that heparan sulfates are
ubiquitous components of membranes and extracellular
matrices of cells 1in culture and vertebrate and
invertebrate tissues and also exhibit a peculiar
structural variabflity. Heparan sulfate is composed of
four disaccharide units made of glucosamine and
glucuronic acid. The glucosamine is either N-
acetylated or N-sulfated and also may contain a
sulfate at the C-6 position of the hexosamine wmoiety.
The proportion of these four units as well as the
molecular wefght of these compounds vary according to
the tissue and species of origin. Each tissue
contains a specific heparan sulfate which s
synthesized in the embrionary development ‘during the
citodifferentiation stage and whose proportion of the
four disaccharide units remains unchanged until the
complete development of the species. Inhibition of the
synthesis of heparan sulfate by selenate arrests
growth of endothelial cells in culture and inhibits
molting of the insect Rhodnius prolixus. Although in
small amounts, the heparan sulfate synthesized in the
presence of selenate, has the same structure of the
one synthesized by control cells. This implies that
the sulfation 1is a necessary step for chain
polymerization. A1l the results obtained so far
suggests that heparan sulfates are involved in cell-
cell recognition processes (independent from

fibronectin and laminin) and in the control of cell
growth.
(Afded by grants from FINEP, CNPq and FAPESP, Brasil)
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HEMATOPOYESIS: ROL DE MATRIZ EXTRACELULAR. (Role of ex-—
tracellular matrix components in  hemopoiesis).
Minguell, J.J. Unidad de Biologia Celular. INTA.
Universidad de Chile. Santiago, Chile.

La comprensién del procesc hematopoyético ha sido
facilitada por 1la disponibilidad de sistemas de
cultivo de médula &sea (long-term cultures) como
asimismo de varias lfneas celulares con caracteristi-
cas tanto de precursores. hematopoyéticos como de
fenotipos de estroma. La mediacién de elementos
de estroma en la regulacién de la hematopoyesis
ha sido ampliamente establecida, » sin embargo, los
mecanismos  involucrados aln no estén aclarados.
Factores de crecimiento (FC) como I1-3, GM-CSF,
G-CSF y m~CSF al igual- que moléculas de matriz
extracelular {(ME) como glicoproteinas, proteoglicanos
(PG) y colégeno claramente tienen un rol en 1la
hematopoyesis.

Lineas celulares hematopoyéticas equivalentes
a progenitores del tipo CFU-G/M sintetizan y exponen
PG de condroitin sulfato asociados a la membrana.
Estas moléculas permiten la adhesién del progenitor,
via fibronectina, a células de estroma. El recambio
o procesamiento de PG parece ser instrumental para
el ulterior inicio de procesos de proliferacién
y diferenciacién de 1la célula troncal. En estos
eventos, otros compuestos de ME (glicoproteinas
y proteoglicanos) unen FC (I1-3 y GM-CSF) y los
"presentan" a receptores de la célula progenitora.-
De este modo la adecuada organizacién en el espacio
y en el tiempo de células de estroma y sus productos,
ME y FC, genera - microambientes en los cuales la
célula troncal hematopoyética se aloja, se autoreplica
y se diferencia a los diferentes linajes hematopoyéti-
CO8.
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SIMPOSIOS

SIMPOSIO ORGANIZACION FUNCIONAL DEL NUCLEO

SINPONI0 ORGANIZACION PFUNCIONAL DXL WUCLRD (lunutlnul
organization of the HNucleus). Zerngndez-Donoso R., Depto. de
Biologia Celular y Genética, Facultad de Medicina, Universidad de
Chile.

Bstudios paleontoldgicos y de evidenclas fésiles sugieren que
los eucariontes emergieron hace unos 1.500 millones de afios,
probablemente a partir de bacterlas desprovistas de pared celular
y que habrian desarrollado un cltoesqueleto rudimentario. Desde
esta fase inicial de l1a evolucidn del ndcleo hasta alcanzar la
complejidad del sistema nuclear de los animsles y plantas
superiores, debld irse produciendo gradualmente: 1. la aparicion
de la envoltura nuclear probablemente a partir de la membrana
plassdtica bacteriana 2. el desarrolio de un nuciecesqueleto
proteico y de un sistema de Sefiaies de Intercambio ndcleo
cltoplasmatico 3. la aparicién de la mitosis y de cromosomas
iineales provistos de centrémero, telbmeros, nucieosomas y
replicones maltiples y 4., la aparicion de la meiosis y del
complejo sinaptonémico.

Bace tal vez unos 900 mlilones de afios, la arquitectura y
organizacion supramolecular del ndcleo habria  alcanzado
caracteristicas semejantes a las actuales. Desde un punto de vista
historico, se puede considerar al nicleo como un compartimlento
celular que ha venldo conservando y tramitiendo fleimente la
informacion gesética a través de gemeraciones celulares y de
orgiaismos. Paradojaimeste, el =mimo sistema nuclear ha
garaatizado 1a varlablildad Individual y la diversidad evolutiva
en las poblacioses aaturaies y especies.

Tealendo en cussta el coatexto reseliado, en este Sisposio
anal izaremos 12 estructwra y fuscionalidad de la eavoltura mclear
y de los complejos de poro. Trascendiesdo el nivel purameste
celular, estudisremos las coasecuencias de las isteracciones
DHA-proteinas sucleares e el wparemiesto, recombinacita y
segregacion cramosimicas, asi como su participaciée ea la gimesis
de asociaclones reiteradss estre bivalentes meioticos. Fisalmente,
analizaremos 12 evoluclén de determinados segmestos del DNA que
estan Involucrados en el origen y propagacion de la
heterocromatina.

ORGANIZACION FUNCIOMAL DEL MUCLEOLO (Punctional organizatlon of
the nucieolus). Denavente, R, Institute of Zoology 1, Unlversity
of Wurzburg, 8700 Wurzburg, FRG.

El microscopio electrénico permite Identificar tres
componentes en el nucléolo: a) los centrom fibrilares, b) el
camponeate fibrilar denso y c) el componente granular. Estudios
previos, basados en técnicas de autoradiografia, sugieren que la
transcripcion del DNA ribosomal (rDNA) tiene lugar en el
componente flbcllar denso, mientras que en el componenete gramular
tendcia lugar el procesamiento y empaquetado de las particulas
preribosomales. Sin embargo, estudios posteriores con técnicas
Inmunocltoguimicas han persitido locallzar a la RNA polimerasa |
(la enzima responsable de la transcripcién del rDEA),
exclusivamente, en los centros fibrilares, sugiriendo que ia
transcripcion tiene lugar en dicho componente (1). Reclentemente,
hemos iniciado una serie de experimentos cuyo objetivo es el
estudio del rol funcional de los componentes nucleolares,
utlilzando técnlcas de mlcrolnyeccién de anticuerpos (2).
Mediante esta técnica es posible literferir, selectivamente, en la
funcion de una proteina nucleolar por vez. Las alteraciones en la
organizacién funcional del nucléoio, inducidas medlante este
procedimiento, pueden ser evidenciadas con la ayuda de técnlcas
Inmunocitoquimicas, autorradlograficas y de wmicroscopia
electronica. Se presentardn los resuitados de estos estudios, los
que serdn discutidos a 1a luz de Jos conceptos corrientes sobre la
estructura y funcion nucieolar,

(1) Scheer U & Rose KN: PHAS 81,1431 (1984).

(2) Denavente R et al: J Cell Biol 105, 1483 (1987);
Chromoscma 97, 115 (1988);
Exp Cell Res 178, 518 (1968).

Coordinador: Ranl Ferndndez

LAS PROBABILIDADES DE ASOCIACION DE LOS BIVALENTES NWUCLBOLARES BN
EL ESPERMATOCITO HUMANO (Probabilities of association between
nucleolar bivalents In human spermatocytes). Perndndez-Donoso R.,
Depto. de Biologfa Celular y Genética, Pacultad de Medicina,
Universidad de Chile.

Se ha postulado que durante la profase de la melosls las
asociaciones entre los bivalentes nucleolares no ocurren al azar y
que se producen debido a la atraccion de la heterocromatina
presente en sus brazos cortos y/o por la formacion de nuciéolos
comunes entre dos o més bivalentes. Con ¢ propésito de dilucidar
las restricciones que al slwpie azar deberia imponer la partlcular
arquitectura de) ndcleo del meiocito, se reallzé un estudlo
probabilfstico que considert las interacciones entre los teltmeros
de los blvalentes con el area total AT y con dreas restringidas AB
de la envoltura nuclear. Las probabilldades se calcularon a través
de una derivacion de ia formula de Peller para la distribucion de
particulas homogéneas en espaclos dlscretos. Las probabilidades
esperadas BSP-AT y BSP-AB para cada clase de espermatocito segin
la combinatorla de asociaciones SPTR, fueron las siguientes:

SPTR ESP-AT ISP-AD
5000000 0,00 0,04
4100000 0,00 1,24
3200000 0,00 2,50
3110000 0,12 12,50
2210000 0,18 18,74
2111000 10,60 9,9
1114100 89,10 14,99

Se compararon BSP-AT y ESP-AB con las frecuencias de asociacliones
en reconstrucciones 3-D de series épticas de 60 espermatocitos en
paquiteno. Se encontr6é que los vaiores de ESP-AB se ajustan a las
frecuencias obeervadas. Estos resultados sugieren que las
asociaciones entre bivalentes nucleolares podrian ocurrir al azar
en un émbito restringido de) nécleo, el cual corresponderia al
espacio en el que se organiza el bouquet.

Proyecto Fondecyt 1194 y Proyecto D.T.I. B2686.

MECANISMOS DE APAREAMIENTO Y RECOMBINACION EN LOS
CROMOSOMAS SEXUALES. (Mechanisms of pairing and
recoabination in sex chromosomes). Solari, A. J. Cen-
tro de Investigaciones en Reproduccion, Facultad de
Nedicina, Universidad de Buenos Aires.

Los cromosomas sexuales heterombérficos han surgido
repetidamente en grupos zoolégicos en los que una
estabilidad adicional del sexo gemotipico es ventajo-
sa. Hay un patrén general em la conducta meldética de
los cromosomas sexuales heterowbrficos, ya sea de
machos XY en mamiferos como de hembras ZW de aves. En
los pares XY de mamiferos hay regularmente una
slnapsis parcial demostrable por el complejo sinapto-
némico (Solari, 1974). Ademés existe un nbédulo de re-
combinacién (NR) localizado cerca de los extremos
apareados (Solari, 1987). La regi6n seudoautosémica
definida por sondas de ADN se equivale a la mitad
distal de la region sinéptica del par XY humano (en
prosmedlo 0,4 pm), aproximadasente 50X del brazo cor-
to del Y humano , o 5 Mb de ADN. En la gallina hay
regularmente sinapsis parcial entre el Z y el W, con
la formacioén de un NR localizado a 0,65 pm del
extremo. La localizacién del NR no depende de la
integridad del cromosoma Z, quedando localizado en
igual posicién em las traslocaciones Z-autosoma (So-
lari et al., 1988). Por consiguiente, el patrén gene-
ral meidtico de los pares heteromébrficos comprende la
sinapsis regular, con zonag homélogas y no homblo-
gas, més la presencia de sefiales (regién "calien-
te") para una recombinacién localizada. Las conduc-
tas excepcionales de los pares XY de marsupiales y de
Psammomys sugieren la presencia de patrones secunda-
rios alternativos. La heteropicnosis propia del par
XY de los mamiferos podria ser regulada separadamen-
te y estd relacionada con la viabilidad del meiocito
en las hembras excepcionales de Akodon azarae-
(Apoyado por CONICET y F. Antorchas).
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LA VARIACION DEL DNA ALTAMENTE REPETIDO A NIVEL
INTRA E INTERESPECIFICO., (Inter-and intraespecific
variation of the highly repeated DNA). Bianchi,
N,O0. IMBICE, C.C. 403, 1900 La Plata, Argentina.

La heterocromatina estd formada por secuencias
cortas de ADN, altamente o moderadamente repetidas,
y agrupadas en &reas restringidas de los cromosomas.
En el ADN repetido que forma la heterocromatina
existen sitios de reconocimiento para enzimas de
restriccién. Por tal motivo, cuando se digieren
los cromosomas con enzimas de restriccién del tipo
de las denominadas 'cortadoras frecuentes" se produce
una extraccién del ADN cromosdmico, y se induce
un bandeo que permite cuantificar la frecuencia
aproximada de los sitios de restriccién. Este método
se empled para evaluar la frecuencia de sitios de
reconocimiento Alul, HaeIII, HinfI, MboI, Ddel 'y
Rsal en la heterocromatina de individucs
pertenecientes a especies filogenéticamente cercanas,
y en individuos pertenecientes a una misma especie.
Los resultados obtenidos muestran una marcada
variabilidad en 1la frecuencia de los sitios de
reconocimiento de las endonucleasas antes mencionadas
a nivel interespecifico, interindividual y también
en los cromosomas de un mismo individuo. Estos
hallazgos permiten realizar inferencias acerca del
mecanismo de origen de la heterocromatina y acerca
de su nivel mutacional.
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LA ENVOLTURA NUCLEAR. ESTRUCTURA Y FUNCIONAMIENTO DE
LOS COMPLEJOS DE PORO. (The Nuclear Envelope. Structure and
Function of Pore Complexes). Bermios, M. Depariment of
Pharmacological Sciences, School of Medicine, State University of
New York at Stony Brook, Stony Brook, New York 11794-8851, U.S.A.

Complejos de poro son estructuras supramacromoleculares que
forman canales entre ¢l niicleo y ¢l citoplasma de células sucariticas.
Varias publicaciones indican que estos organeios estén implicados en
Ia regulacién del tréfico de macromoléculas a través de la envoltura
nuclear. Estructuralmente, cada complejo de poro tiene dos anillos
paralelos compuestos de ocho subunidades anulares. Uno de elios
esth expuesto al nucleoplasma y el otro al citoplasma. Interpuesta
entre estos dos anilios hay una estructura cilindrica que define el
canal del complejo de poro. Estudios de microinyeccién celular
sugleren que este canal tiene un dismetro méximo de difusién pasiva
de alrededor de 9 nm. Sin -embargo, poros nucieares pusden
transportar macromoléculas substancisimente més grandes; el
importe de proteinas mée grandes que 70 kD es aparentemente
especifico y requiers energia. Varios polipéptidos han sido
localizados en ¢l complejo de poro. Entre estos hay glicoproteinas,
algunas de las cuales contienen una nueva varledsd de eniace
glicosidico. La localizacién histoquimica de una actividad ATPésica
aparentemente asociada con el poro nuciear, asi como la svidencia
reciente en. cuanto a requisitos energéticos para ! importe de
proteinas especificas jn vitro han resultado en un considerable interés
en carscterizar las ATPssss asocladas con el complejo de poro.
Nosotros hemos comunicado prevismente la Identificacién de un
polipéptido de alta masa molecular con activided ATPésica asociado
con fracciones enriquecidas en envolturas nucleares. Este polipéptido
Mnhclomdoeonlaudompou::d:tmloﬂmy?addo
focalizado jn on poros nucleares usando anticuerpos conjugados
eonmeoiﬂguldnlym slectrénica de transmisién.
Baséndonos en estas observaciones, hemos propuesto un modelo en
ol cual las moléculas de mloﬂmmww'm-hn oompo:’omn 'mm
complejos de . Observac nares. usando a
conjugados mo cololdsl indican que las cadenas livianas de
miosina también estén asociadas con los complejos de poro. Esta
reciente observacién da apoyo adiclonal a ia nocién que moléculas
de miosina son componentes tanto estructurales como funcionales en
poros nucieares.

- |

SIMPOSIO INTERACCIONES GAMETICAS

INTERACCIONES GAMETICAS EN ANIMALES (Gamete inter-
actions in animals) Barros, C. laboratorioc de
Embriologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, P.
Universidad Catdlica de Chile.

Se puede considerar que la fecundacifn es el punto
limite entre la vida y la muerte. Si el ovocito es
fecundado este se activa y se inicia el desarrollo
que lleva a la formacidn de un nuevo individuo., En
tanto que si no es fecundado este degenera y muere.
En esta interaccidn la superficie de los gametos es
de primordial importancia para establecer su
reconocimiento y posterior formacidn del cigoto. Las
presentaciones de los Drs. Esponda y Cabada abordaran
esta problemitica asociada a las glicoproteinas de
superficie del espermatozoide y de las cubiertas
vitelinas., En la mayor parte de las especies el
espermatozoide debe experimentar la reaccidn del
acrosoma como un prerequisito para atravesar las
cubiertas ovocitarias durante la fecundacifn especto
que serd discutido en los anfibios por el Dr. Cabada.
La Dra, Cuasnicu discutir® el mecanismo de induccidn
de la reaccidn del acrosoma en mamiferos, y la par-
ticipacidn del ambiente oviductal en la fase final de
la capacitacidn y proveer asi un mecanismo autdnomo
para la reaccidn acrosdmica. El &xito de la fecun-
dacidn requiere de la internalizacidn del niicleo del
espermatozoide asf como de movimientos de los pronii-
cleos al centro del huevo los que son mediados por
elementos del citoesqueleto, aspectos que serdn dis-
cutidos por el Dr. Schatten. Finalmente los conoci-

mientos adquiridos con el estudio de la fecundacidn se
ha traducido en su aplicacidn a la reproduccidn humana
a través de la fecundacidn extracorpdrea planteando
importantes interrogantes las que serdn discutidas por
el Dr., Austin, codescubridor del fenfmenc de la capa-
citacidn espermdtica y por decir asi "padre de la
fecundacidn in vitro".

Coordinador: Claudio Barros

Simposium "GAMETE INTERACTIONS IN ANIMALS"

THE SIGNIFICANCE OF FERTILIZATION. Austin, C.R.
47 Dixon Road, Buderim, G. 4556, Australia.

The fertilization of a human egg, often thought of as
injtiating the 1ife of a person, is in reality but the
beginning of a beginning for one or more individuals.
While pronuclear fusion establishes a diploid genome,
this is at first a structural entity without function.
No significant RNA synthesis occurs between germinal
vesicle breakdown and early cleavage, and in fact
embryonic genes do not begin to find expression until
about the /- to 8-cell stage. Gene expression then
progressively spreads throughout the genome, during
prenatal development and beyond. The progressive
nature is well shown in the early mouse embryo by the
widening range of energy sources utilizable, by the
rising levels of glycogen storage and by the increasing
uptake of nucleic acids and protein precursors. While
HCG-PRNA is transeribed in human embryos about 2 days
after fertilization, it is ot expressed until the 6-
to 8-cell stage. Cleavage in the human embryo up to
the 16—cell stage is not linked to physical or
functional integration, each cell being inherently
capable of giving rise to an entire person (together
with a complex of placental structures); alternatively,
cells from separate embryos on being brought together
can jointly lead to the establishment of a chimeric
individuel. Multiplicity can also originate later, the
primitive streak stage being the normal time for
monozygotic twinning. Only when that stage has passed
does true individuality exist, for (excluding anomalies)
just one person can now eventuate. The geme-transfer
function of fertilization can be replaced or augmented
by intranuclear or intra-blastocyst geme injection, or
by the use of teratocarcinoma or embryo-stem cells.
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Egg-mediated motility during fertilization. Schatten,
G., Wright, S., Holy, J., Thompson-Coffe, C., Simerly,
C., and Schatten, H. IMR, Univ. of Wisconsin, U.S.A.
The successful consummation of fertilization
requires motility effected by the ococyte cytoskeleton.
The required movements include the translocation of the
sperm from the oocyte's surface into the cytoplasm as
well as the migrations of the pronuclei leading to
their apposition at the oocyte center. By the use of
microinjected derivatized-tubulin (biotinylated-tubulin
and Xrhodamine-tubulin), questions will be posed about
the dynamics of microtubules at mammalian fertilization
Since the unfertilized oocyte is arrested at metaphase,
questions will be posed as to whether the microtubules
in this quiescent cell are inactive or dynamic. Since
other cell types separate various classes .of
microtubules by post-translational modifications of
a-tubulin, the spatial and temporal patterns of
microtubule acetylation and detyrosination during
mouse fertilization will be described. Microtubules are
nucleated in vivo by the centrosome, the cell's
microtubule organizing center (MTOC). The behavior of
this structure during fertilization is unlike that
predicted from studies in lower systems and has raised
the hypothesis that the centrosome is maternally
inherited in mammals, in contrast to the paternal
pattern found in most all other animals. Im vitro
evidence suggests that the kinetochore actively
translocates the chromosomes into alignment at the
metaphase plate during prometaphase (congression), and
also is responsible for the separation of the
chromosomes at anaphase (anaphase A). Since the
mammalian oocyte 1s arrested at metaphase, the activity
of the kinetochore can be explored with unrivaled
synchrony by microinjection of antibodies specific for
kinetochore proteins. These studies reinforce the
importance of studying mammalian fertilization in order
to generate a full appreciation of the cellular and
molecular basis of reproduction in mammalians,

GLICOPROTEINAS DE LA MEMBRANA PLASMATICA EN
ESPERMATOZOIDES ANIMALES. {Plasma membrane
glycoproteins in animal spermatozoa). Esponda,
P. Centro de Investigaciones Biolégicas,
CSIC. VelAzquez, 144, 28006-Madrid, Espafia.

Una serie de experimentos han demostrado
que ciertas glicoproteinagé (GP) presentes
en la membrana del espermatozoide de mamiferos
participan en fenbmenos que ocurren antes y
durante la fecundacidn. En la mayoria de
estos estudios las GP se han analizado cuali-
tativamente; pero Gltimamente se han desarro-
llado métodos, mediante ensayos en fase sbli-
da, que han permitido la obtenciétn de datos
cuantitativos respecto a los cambios que ocu-
rren en el espermatozoide durante su paso
por los tractos genitales. Sin embargo, el
analisis comparativo revela que probablemente
existen GP que poseen otras funciones aGn no
dilucidadas. En mamiferos, aves, reptiles y
peces eslasmobramguios,-la membrana que tapiza
el &rea acrosomal es la zona mAs rica en
GP con carbohidratos terminales del tipc
«-D-Manosa, « -L-Fucosa y A&cido neuraminico;
este hecho es llamativo en marsupiales donde
el acrosoma presenta una ubicacién lateral,
y también en algunos invertebrados indepen-
dientemente de la forma y tamafio del acrosoma.
Los peces teledsteos configuran un caso espe-
cial dado que el acrosoma est&d ausente y
varias GP son abundantes en toda la superficie
de la cabeza del gameto, Cuando se analizan
estos datos en relacién con los mecanismos
de fecundacién y con los fendmenos que ocurren
en el espermatozoide durante su paso por
los tractos genitales, se esboza la idea
de que algunas de estas GP podrian actuar
como protectoras del acrosoma.

MECHANISM OF MAMMALIAN ACROSOME REACTION
INDUCTION WITH ESPECIAL REFERENCE TO THE
PROCESS OF SPERM CAPACITATION. Cuasnicu, P.S. and
Bedford, J.M. Cornell University, New York, USA.

Spermatozoa of all eutherian mammals studied up to date
must undergo a process of capacitation in the female
tract before they become capable of fertilizing an egg.
This functional change allows the spermatozoa to undergo
the acrosome reaction (AR) which enables it to fuse with
the oolema. It has long been known that a component in
the egg coat may stimulate the AR in invertebrates. The
probability exists however, that this may not be so for
eutherian mammals, This question which is central to a
better understanding of the mechanisms of mammalian
fertilization is nonetheless controversial. Some
investigators have concluded that it is the interaction
with. the zona pellucida (ZP) that specifically induces the
AR, while others have observed that the reaction occurs
before the zona is reached. Recent experiments in
which-zona free hamster eggs were transferred into the
tubal ampulla of previously inseminated females,
demonstrate that a functional AR in vivo require no
interaction with the ZP nor with other products of
ovulation (Cuasnicu and Bedford, 1988) adding weight to
the possibility that capacitation may provide a means of
autonomous regulation of the AR. Since completion of
capacitation may limit the fertile life of sperm therafter,
it seems logical that sperm become fully capacitated near
the site of fertilization. In this regard, experiments in
which the capacitation potential of the uterus and lower
(isthmus) and upper (ampulla) region of the oviduct was
explored suggest that the ampullary environment might
provide the final element that completes capacitation
(Cuasnicu and Bedford, submmitted). Such an arrangement
would be clearly beneficial for the phase of sperm storage
that takes place in the isthmus, particularly in species
where the interval between insemination and ovulation is
often prolonged.

FECUNDACION EN ANFIBIOS. (Amphibian fertilization).
Cabada, M.O. Area Biologfa, Departamento de Ciencias
Bioldgicas, Facultad de Ciencias Biogquimicas y Farma-
céuticas, Universidad Nacional de Rosario, R, Argenti-
na.

En el acrosoma de los espermatozoides de algunos
Anfibios Anuros se han encontrado enzimas tales como
proteasas y glicosidasas. Las mismas son activas fren
te a las cubiertas vitelinas (CV) y al cortex de los
ovocitos, los que al ser puestos en presencia de un
crudo enzimftico evidencian en primer lugar un “arruga
miento” del hemisferic animal, observindose luego pau-
latinos desprendimientos de trozos de CV, llegando
hasta la desaparicién de la misma. En la membrana
plasmftica subyacente se cbserva una disminucién en
el niimero y tamafio de las microvellosidades, En el
correspondiente hemisferio vegetativo no se observan
estas modificaciones. El pasaje de los espermatozoi-
des a través de la CV estd mediado por la actividad
de estas enzimas y por la presencia de algunos restos
glicosfdicos en la CV: la incubacidn de ovocitos con
lectinas (concanavalina A, fitohemoaglutinina, de ger~
men de trigo, etc.), determina la no fecundacidn de
los mismos. Por otra parte, la incubacidn de los es~
permatozoides con las glicoproteinas que difunden de
las CV aisladas, inhiben la capacidad fecundante de
los mismos. En este {iltimo caso es la fraccidn glico
sfdica la responsable de la actividad bioldgica. La
activacidn de los ovocitos impide la poliespermia me~
diante un mecanismo que implica, en parte, la modifi~
cacidén de la sensibilidad de la CV a las enzimas acro-
somales. Ello es debido a la interaccidn de la CV
con el producto que eliminan los grinulos corticales
de los ovocitos durante la activacidn.
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SIMPOSIO METABOLISMO CELULAR DE ACIDOS GRASOS Y COLESTEROL

IDENTIFICACION DE ACETATO LIBRE COMO EL
PRODUCTO DEL ACETIL-CoA GENERADO POR LA 8-
OXIDACION PEROXISOMAL EN HEPATOCITOS.
F.Leighton (*) y 8.Bergseth (+) (*) Dep. de
Biol. Celular, U.Catélica de Chile e (+)
Instituto de Bioguimica Médica, U.de Oslo.

Se ha propuesto que el acetil CoA generado en
pPeroxisomas sale del organelo como acetil-
carnitina para luego entrar a la mitocondria
e incorporarse al "pool"” de acetato. Este
acetato, en condiciones cetogénicas, serfa
precursor de cuerpos ceténicos. Para evaluar
esta proposicién, estudiamos la B-oxidacién
de 4Acidos grasos y de dcidos dicarboxflicos
en hepatocitos de ratas, con o sin prolifera-
cién peroxisomal. La oxidacién peroxisomal
se detecté como produccién de H;0, y la oxi-
dacién mitocondrial, como produccién de cuer-
pos ceténicos. Encontramos que no se produ-
cen cantidades significativas de acetil-
carnitina y que ésta tampoco es un precursor
cetogénico al agregarla exégenamente, Los
&cidos dicarboxilicos son sustratos peroxiso-
males (J.Biol.Chem.264:10347,1989) y no son
cetogénicos. La busqueda de productos alter-
nativos a la acetil-carnitina nos llevé a
identificar al acetato libre como el producto
principal derivado del acetil-CoA generado en
peroxisomas. Para esto realizamos observa-
ciones empleando diferentes sustratos y ais-
lamos productos radiactivos de sustratos
marcados. Nuestra conclusién es que bajo
condiciones de oxidacién de a4cidos grasos, la
B-oxidacién mitocondrial lleva a cetogénesis,
y la B-oxidacién peroxisomal a acetogénesis.
Eate hallazgo puede permitirnos detectar y
medir la B-oxidacién peroxisomal en animal
entero. (UNDP CH1/88/017 ; FONDECYT 250/88)

METABOLISM ANAD METABOLIC EFFECTS OF
HYPOLIPEMIC LONG CHAIN ALKYLTH1O0ACETIC ACIDS
(3 THIA FATTY ACIDS). Jon Bremer and Rolf K.
Berge, Institute of Medical Biochemistry,
University of Oslo, Norway.

Tetradecylthiocacetic acid lowers blood
cholesterol and blood triacylglycéerol when
fed to rats (about 50X with a dose of 150 mg
x Kg body weight*! x day!). A series of fatty
acid metabolizing enzymes are induced in the
liver, such as acyl-CoA synthetase,
peroxisomal B-oxidation, fatty acid -
hydroxylation, acyl-CoA hydrolase(s),
carnitine palmitoyltransferase II.

The 3-thia fatty acids are non-B8-oxidizable,
but they are metabolized by W-hydroxylation
followed by peroxisomal B-oxidation from the
W-end. Thus, they induce their own
oxidation. The sulfur atom is oxidized to
sulfoxide. The main metabolites found in the
urine are carboxypropylsulfoxyacetic acid and
the symetric thiodiglycolic acid sulfoxide.
In isolated hepatocytes the long chain 3-thia
fatty acid analogues are strong inhibitors of
fatty acid synthesis from acetate.
Cholesterol synthesis is also inhibited.
Stearate desaturation { A 9 desaturase) is
unaffected and stearate oxidation even is

stimulated. The 3-thia fatty acids are
incorporated into Phospholipids and
triacylglycerol to a similar extent as
palmitate.

The 3-thia fatty acids may be useful tools
instudies on the regulation of fatty acid
metabolism.

Coordinador: Federico Leighton

EFECTO DEL COLESTEROL SOBRE LA COMPOSICION MICROSOMAL
HEPATICA Y SUS PROPIEDADES BIOFISICAS Y ENIIMATICAS
R.R.Brenner, Instituto de Investigaciones Bioquimicas
de La Plata, Fac.de Cs.Nédicas, 60 y 120, (1900) La
Plata, Argentina.

El colesterol es un importante constituyente de las
membranas. En los microsomas el contenido de
colesterol es modificado.por la dieta. Se estudié en
cobayos el efecto del colesterol sobre las propiedades
fisicas de la membrana y el comportamiento cinético de
1la UDP-glucuronil transferasa in vivo o in vitro. El
colesterol a tesperatura ambiente rigidisa los 1i{pidos
generales de la membrana micrososomal y msodifica la
cinética de 1a UDP-glucuronil transferasa. Disaminuye
los 4 Kms, aumenta la Vmax y el coeficiente de Hill
llevando la reacci6én de no micaeliana a micaeliana.
Son cambios reversibles, producidos aparentemente por
modificacién del estado fisico de los 1lipidos del
entorno de la enzima. Mientras el colesterol dietario
no modifica durante 21 dias la composicién de los
Acidos grasos de los microsomas hepéticos en el
cobayo, los altera en la rata aumentando las
relaciones 16:1/18:0 y disainuyendo la 20:4/18:2.
Dichas alteraciones son ia de los t
de la A 9 desaturasa y dis-minucién de la A6 y A5
desaturasa. Estos resultados in vivo son antagénicos
a los obtenidos in vitro para las A6 y AS
desaturasas y parecen ser debidos a un aumento de la
fosfatidilcolina in vivo. Habria también un efecto
viscotrépico sobre la A 9 desaturasa. La
administracién de B-sitosterol (60X) y campesterol
(40X) a la rata incorpora amsbos esteroles en los
microsomas pero no aumenta la fosfatidilcolina. Se
produce disminucién de fluides y aumento de las tres
A9,A6 y A5 desaturasas, indicando una regulacién
viscotrépica.

SECRECION BILIAR DE LIPIDOS DESDE EL HEPATOCITO
(HEPATIC SECRETION OF BILIARY LIPIDS). M.P.Margolo,
A.Rigotti, L.Amigo y F.Nervi. Departamento de
Gastroenterologia, Facultad de Medicina, Universidad
Catélica de Chile.

Una cantidad significativa de colesterol biliar es
transportado en vesiculas bilamelares de fosfolipidos,
tanto en bilis sobresaturadas (h } como
insaturadas (ratas). Los aspectos fundasentales de la
secrecién biliar de 1lipidos tienmen que ver com los
deterainantes cuantitativos de la  secreci6m
hepatocitaria de colesterol a la bilis y a la biologia
celular de este proceso.

Existen evidencias que tanto los lipidos de VLDL
como los lipidos biliares se originan del retficulo
endopldsmico. En esta serie de experimentos em el
higado aislado estudiamos la interrelacién funciomal
entre las tres vias de excrecién hepstocitaria de
colesterol incorporado a : VLDL, vesiculas bilaselares
y neosintesis de Acidos biliares. Se estimulé cada
una de estas vias con manipulaciones dietéticas : 30X
fructosa (aumenta produccién de VLDL); 5% colestipol
(aumenta la sintesis de 4&cidos biliares); 1%
diosgenina {aumenta la secrecién biliar de
colesterol).

Eastos estudios demuestran una relacién reciproca
entre la secrecién biliar de col y secrecién
sinusoidal de col en VLDL. La estimulacién de la
sinteis de sales biliares no modifica la secrecién de
colesterol hepatico a la bilis y el sinusoide. Los
resultados son consistentes con la hip6tesis de que la
compartamentalizacién metabSlica del coleaterol
hepético es un factor fundamental que determina la
cantidad de colesterol incorporado en vesiculas
fosfolipidicas que seré trasnportado a la bilis.
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APOLIPOPROTEIN 6. A SECRETED INTEGRAL MEMGRANE PROTEIN I8
INEFFICIENTLY TRAMBLOCATED ACROBS THE ENDOPLABMIC RETICULUM. Roger
A.Davis, Christine Wu and Xathryn E.Howel)l, Univarsity of Colorade
Nedical School, Denver, Colorado,

Previously, we found that unlike albumin which is quantitatively
sscreted, only a fraction of de nove synthesized apo B ia secreted,
the resainder fa retained in the endoplasmic reticulum, where it is
degraded. To understand the basis for these obesrvations, we
sxaminad the first step in the secrstory pathway: translocation.
In ‘I-IM sfcrosones ucrmry proteina, once translocated are
whereas non-translocated proteins
are w on the eyt.ep'ln-lc surface and are protease senaitive.
Translocation of apo B was compared to albumin by determining their
relative sensitivity to degradation by trypsin in hepatic
microscmes. Rough, smooth and Golgi sub-fractions wers incubated
with trypain, the reaction was inhibited and the rypsin was resoved.
The relative amount of apo B and albumin was estimated by Western
blotting ueing specific antibodies. In the rough wmsicrosomal
fractions, trypsin reduced the amount of both small and large
molecular weight apo 8, whereas no detectable degradation of albumin
was obeerved. In contrast, incubating smooth and Golgé fractions
with trypsin resulted in little (if any) degradation of either
protain. 8ince the microsomes resained intact and ware orientated
right side out as demonstrated by the inability of trypsin to both
dagrade albumin and to affect the latency of the intralusena)l enzyms
mannoee~8-phosphatase, the selsctive degradation of apo 8 suggests
a pool of it 1s exposed on the cytoplasmic surface. If thia
interpretation is correct, the trypein accesibls pool of apo 8
should be excluaively mesbrane associated. Rough aicroscwes were
into membrane and intracisternal content fractions by
ultracentrifugation following incubation with sodium carbonate.
Essentially a1] of the apo 3 that was degraded was membrans dound.
To determine if the trypsin accessible pool of apo B ia transient
form, pulse/chase experiments were perforsed. The results show that
the X of apo B that was trypein accessible. increased during the
first 20 sin of the chase, suggesting that during this tise the
trypsin accesaible poot of apo B is no translocatasd (it does no
bacome trypsin inesnaitive). If there ia a pool of apo B associated
with the cytoplassic surface of the RER 1t should provide a antigen
for imaunc-isolation. Monoclonal antibodigs against the N-terminal
and C-terminal halves of apo 8 were bound to magnetic beads, mim
were incubated with increasing of aicr
91ucoss-8-phoephatase was used as a asasure of the isolation of III
Monocional, IgQ against both domanine of apo 8 were effective in
apecific inolation of RER, whereas non-irmune 190 againet albumin
did not. The combined data mpport the concept thet apo 3
tranelocation across the endoplasmic reticulus governs the entry of
apo B 1nto two funcionally ﬂm poois: the intralumenal trypein

tive pool part the VLDL aseamdly/secretion
pathway: the trypsin ytop poot
18 shunted away from the VLDL otien

translocation of apo 8 may provide & Unique sechanism with which to
deternine the rate sf ViDL sssembis/sscretion.

SIMPOSIO MECANISMOS DE ACCION DE HORMONAS
Coordinador: Luis Valladares

RELACION ENTRE ESTIMULO GONADOTROF)CO RESPUESTA ESTERO!  MECANISMO DE ACCION DE HORMONAS:PERSPECTIVA
DOGENICA Y GRADO DE DlFEREN(':IACl?N DE LAS CELULAS DE . FISIOLOGICA. (Physiologic perspective of the mode of
LEYDIG TESTICULARES. (Relationship between gonadotropic action of h ). Croxatto H.B., Forcelledo M.L. y
stimulation, steroidogenic response and degree of diffe MorSn F. Unidad de Reproduccibn y Desarrolloc,
rentiation of testicular Leydig ceils). . TFacultad de Ciencias Blol6gicas, Universidad
Chemes H, Lec}n.M“Calvo J.C, l.ley R ‘Charreu.E.H, y C!g_Q Cat6lica de Chile.

rraga S. Division d? Endocrlnol9g|a, Hospital de Ni- Un problema comfin al fisi6logo y al
fios e IBYME, Buenos Aires. Argentina. farmac6logo es descubrir los sitios de accibn e
A través de varios modelos experimentales se explorarin interacciones endocrinas involucradas en el efecto que
las evidencias existentes sobre la heterogeneidad de las produce una hormona exfgena. Esta tarea difiere a la
poblaciones celulares esteroidogénicas testiculares.los del bifSlogo celular ocupado de la interaccibn
elementos mesenquimaticos precursores de las células de h°"'°“‘_'¢‘ lula, no obstante ambas contribuyen a
Leydlg de humanos y ratas, aln careciendo de la diferen entender el mecanismo de accibn de las hormonas.
ciacién citoldgica de tipo estermdogenlco, responden Se analiza, como ejemplo del enfoque
al estimulo con hCG con secrecién de testosterona (T) y fisiol6gico, los mecanismos por los cuales la
diferenciacidn hacia elementos maduros. Durante la madu administracibn de estradiol (E) por via subcutfinea
racion puberal de la rata, la desensibilizacién del tes (sc), o por infusibn endovenosa (iv) en 200 min, pero
ticulo luego de la inyeccidn de altas dosis de LH-hCG — no en 10 min, produce aceleracifn del transporte de
es de menor magnitud o mads transitoria que la observada embriones por el oviducto de la rata (TEO). El examen
en animales adultos. Estos cambios en la respuestzs bio- de concentraciones tisulares de E mostr§ que la falta
quimica del testfculo en mdduracidén ante el estimulo go de respuesta a E dado por iv en 10 min. no se explica
nadotréfico correlacionan con la cambiante relacién por menor biodisponibilidad de la hormona.
cuantitativa de las poblaciones de células de Leydig Al comparar efectos de retroalimentacifn de E
diferenciadas y sus precursores y resultan del balance sc e iv sobre el eje gonadal, se descubrif que el
entre el incremento de receptores y enzimas esteroidogé estrés asociado al procedimiento de iv produce un
nicas en los precursores mesenquimaticos y la caida de” aumento de progesterona (P) circulante de origen
receptores y presencia de lesiones enzimiticas en las adrenal, mediado por la hip6fisis, que no depende de
células de Leydig maduras. En ratas adultas, la adminis la administracién de E. El aumento de P y E en la
tracién de dosis repetidas de hCG resulta en un estado circulacifn tienen el mismo curso temporal cuando E
de resensibilizacion con recuperacién de la capacidad se da por iv en 10 min. E iv en 200 min o E sc
de responder a la reestimulacién "in vitro" con hCG. Es prolongan el aumento de E circulante varias horas mfs
ta resensibilizacion es debida al efecto tréfico-dife-— que el de P y ambos aceleran el TEO. Cuando se
renciador de la hCG sobre los precursores mesenquimati- previene el aumento de P por hipofisectomia o se
cos. La capacidad esteroidogénica y de respuesta al hCG antagoniza con la antiprogestina RU486, E iv en 10 min
de los precursores mesenquimdticos testiculares es muy acelera el TEO. Se concluye que el efecto de E
evidente en cultivos de fibroblastos testiculares de ni exSgeno sobre el TEO est& modulado, en situaciones
fos prepuberales que demuestran altos niveles de produc asocladas a estres, por cambios concomitantes en la
cidn de testosterona y efecto citoldgico diferenciador concentracifn plasmftica de P.

de la hCG.
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ESTUDIO SOBRE RECEPTORES ADRENERGICOS EN EL OVARIOQ. (Ov_a_

rian adrenergic receptors studies). Aguado L, Carrizo
D, Blazquez M, Rastrilla A.M. y Telleria C.
Laboratorio de Biologia de la Reproduccidn. Univ.Nac.de
San Luis - San Luis - Argentina.

La funcidn que cumplen las vias nerviosas que liegan al
ovario, ha sido un problema que los investigadores han
tratado de resolver desde hace muchos afios. En nuestro
grupo de trabajo encaramos el estudio del efecto adre-
nérgico. Para ello se caracterizaron los receptores a-
drenérgicos en el ovario de ratas prepuberales, utili-
zéndose como sustrato cianopindolol 1-125, encontrando
se muy baja densidad de receptores en anestro y la Kd
calculada por saturacidn o por método cinético fué de
0.044 nM. El estudio con agonistas y antagonistas mos-
tré que los receptores son précticamente By puros. Un
aspecto importante fué el hallazgo de que el nimero de
sitios receptores se modifica a lo largo del primer ci
clo astral. Los valores varian entre 10 y 40 fmoles/mg
de proteinas. La estimulacidn adrenergica en incubacio
nes de ovarios enteros, con zinterol, un agonista B2
mostrd relacidn entre el nimero de sitios receptores y
el efecto bioldgico expresado en produccién de proges=-
terona, androstenediona y testosterona, no asi en es-
tradiol. La seccidn de NOS mostrd el desarrollo de hi
persensibilizacidn, con un aumento del niimero de si~-
tios receptores en membrana de ovario. Este fendmeno
pudo ser simulado "in vitro'' con células granulosas en
cultivo donde se mostrd el efecto de laregulacion nega
tiva de la epinefrina y norepinefrina. Hubo una magni-
ficacidn del efecto de la yonadotrofina en la estimula
cion de la produccién de progesterona cuando se co-in-
cuban con catecolaminas. El efecto adrenérgico ademas,
muestra ser dependiente de la presencia en el medio de
FSH. Hubo cierto grado de regulacidn heterdloga de los
sitios adrenérgicos por LH,FSH y Prolactina que fue
muy notable para corticosterona (B) los efectos de FSH
y B parecen ser post-AMP ciclico.
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THE GONADOTROPIN-SENSITIVE ADENYLYL CYCLASE SYSTEM: A NEW
APPROACH IN UNDERSTANDING REGULATION OF CORPUS LUTEUM DURING THE
MENSTRUAL CYCLE AND PREGNANCY IN THE HUNAN AND NONHUMAN PRIMATE.
Rojas, F.J. Department of Obstetrics and 6ynecology, University
of California Irvine, Orange, CA 92668, USA.

The major luteotropic factors in primates that promote the growth
of the corpus luteum (CL) and stimulate the secretion of
progesterone during the menstrual cycle and early pregnancy are
LH and hCG, respectively. There are, however, few studies on the
mechanisws of gonadotropin action in this spacie. In order to
understand the molecular events that control lutea) function in
primates, we have investigated the presence of LK/hC6-stimulable
adenylyl cyclase (AC) in membrane preparations of human CL. We
first establ¥shed the experimental conditions to measure optimal
expression of LH/hC6-induced AC and defined its properties and
regulation by several hormones “and nonhormonal activators. Our
data revealed that the human luteal AC is linked to a guanine
nucleotide regulatory component and that its activation is
dependent on Mg ion. Having demonstrated the existence of
functional components of the AC system in the primate CL, we then
investigated basal activity, nonhormonal stimulation and
responsiveness of AC to LH/hC6 in Juteal membranes from humans and
cynomolgus monkeys at various stages of the menstrual cycle and
pregnancy. In the menstrual cycle luteal AC responsiveness to
LH/hC6 was detectable during the midluteal phase, but not during
the late lutea) phase or in the follicular phase of the following
cycle. Also, nonhormonal stimulation was high in CL obtained
during the midlutea) and late luteal phases, but deciined
drastically by the follicular phase of the next cycle. In early
pregnancy the enzyme was unresponsive to LH/hCG stimulation, yet
its sensitivity to nonhormonal stimulation was similar, if not
identical, to that of midluteal phase CL. Functional activity was
also evident at the end of pregnancy. These results demonstrate
that expression of AC activity in human Juteal membrane changes
significantly with varying hormonal status under physiological
conditions. Because the gonadotropin-sensitive AC system
represents the capacity of the LH/hC6 receptors to couple and
elicit a response, these data provide new insights into the
regulation of corpus luteum life span and function in primates.
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SIMPOSIO INMUNOLOGIA DE LA REPRODUCCION

SIMPOBSIO: INMUNOLOGIA DE LA REPRODUCCION (Reprodac—
tive Immunology). Participantes: Ahuja K., Blaguier
J., De Ioannes A.E., Goldberg B., Saling P.M.

Coordinador: De Joannes A.E. Unidad de Inmmologia,
Facultad de Ciencias Biolégicas, Pontificia Univer-
sidad Catélica de Chile.

La fecundacién interna y la placentacién son adap-
taciones que han sido determinantes en las es-
trategias reproductivas de los vertebrados supe-
riores. Desde el punto de vista inmunolégico, la
inseminacién representa la introduccién de material
potencialmente inmunogénico del macho en la hembra y
el desarrollo intrauterino puede ser considerado
como un alotransplante. Los espermatozoides por su
parte son también potencialmente inmumogénicos en
los machos porque la espermatogénesis comienza en la
pubertad, cuando la tolerancia inmunolégica se ha
establecido. A pesar de estas consideraciones, la
infertilidad inmunolégica es una patologia poco fre-
cuente en machos y hembras, esto sugiere que en los
animales superiores se han desarrollado mecanismos
que compatibilizan la coexistencia de un sistema in-
mune altamente sofisticado con esta modalidad re-
productiva. La inmunologia de la reproduccién tiene
como propésito el estudio de los mecanismos que
controlan la respuesta inmune contra los gametos,
tejido fetal y las causas de la infertilidad de
origen inmunolégico.

En este simposium se discutirén las propiedades
funcionales y estructurales de antigenos espermAti-~
cos involucrados en la fertilizacién. Esta infor-
macién es fundamental para el estudio y tratamiento
de la infertilidad de origen inmunolégico y ademis,
poeibilita el desarrollo de wmétodos alternativos
para la regulacién de la fertilidad.

Coordinador: Alfredo de Ioannes

¥, PAPEL. DE ACROSINA Y ANTICUERPOS ANTI-ACROSINA EN
LA INTERACCION DE GAMETOS (Role of acrosin and
antibodies to acrosin in gamete interactions) De
Facultad de

Jloannes, A.E., Becker, M.I., Barxos, C,
Clencias Biolégicas, Pontificia Universidad Catélica
de Chile.

Acrosina es una serina proteasa localizada en el
acrosoma de 108 espermatozoides de mamifero, que poxr
su liberacién durante la reaccién acroséaica,
actividad enzimética y sitio de unién a fucosa,

ia tener un papel importante en la interaccién

los espermatozoides con la zona pelécida. La
adicién de anticuerpos contra acrosina o inhibi-
dores especificos de serinas proteasas al medio de
fertilizacién in vitro inhibe la fecundacién, sin
embargo, 1la irmmizacién activa de animales de
experimentacién no disminuye la fertilidad.

Para investigar el mecanismo de accién de la
acrosina a nivel de la unién de espermatozoides
homélogos a la zona pelGrcida de hamster y humana, se
ha estudiado mediante microscopia de luz y
electrénica de barrido el efecto de anticuerpos
monoclonales (AMC) contra acrosina y el inhibidor de
tripsina del poroto de (SBTI) en la interaccién
in vitro de espermatozoi sobre la superficie de
la

en presencia del AMC ACRO-C2ES y
netracién de los espermatozoides,
interactuar

impide 1la

al de ellos alcanzan a con la zona
de huellas con restos de membranas acrosomales
en la s

ficie. Estas huellas se podrian explicar
por la liberacién masiva de la enzima durante la
reaccién acrosémica la cual no alcanza a ser neu-
tralizada por los inhibidores y produce uma pro-
teolisis local de la zona. i

El conjunto de estas observaciones permiten pro-
poner gue acrosina ademés de su 1l clave en
penetracién al hidrolizar ZP1 y 202, expondria
azbcares presentes en 2ZP2 para interactuar con el
sitio de unién a fucosa de proacrosina.

FONDECYT 495-89/577-89 y CONRAD CSA-89040.
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PARTICIPATION OF HUMAN EPIDIDYMIS SPERM COATING
ANTIGENS IN FERTILIZATION. (Participacién de antige-
nos epididimales de la cubierta del espematozoide
humano en fertizacién). Blniu:;ln_._cu Davidowsky?,
AL, Cameo*., M.3.,

iPertilab, Paraguay 2302, 1121 Buenos Alres,
Argentina, and *Instituto de Biologia y Medicina Ex-
perimental, Obligado 2490, Buenos Aires, Argentina.

A polyclonal antiserum directed against human
sperm- coating proteins of epididymal origin (aAnti-
KCl) was tested for its ability to alter sperm func-
tion.

Spermatozoa from normal ejaculates were selected
by svim up and capacitated by overnight incubation
at room temperature. BExposure of these cells to An-
tiKCl (1:6 dilution) prior to use in hamster ova
penetration test reduced by 64% the penetration of
denuded oocytes. Inhibitions of lesser magnitude
were observed at higher serum dilutions. This
effect was exerted without noticeable changes in
sperm motility and in the absence of major agglu-
tination. Anti-KCl1 did not inhibit the occurrence
of spontaneous and induced (by hman folicular
£fluld) acrosome reaction in capacitated spermatozoa.
In contrast, exposure to Anti-KCl reduced the
abllity of spermatozoa to bind tightly to the ham-
ster oolemmm. All these effects were not elicited
by a similar preparation obtained from pre-immune
rabbit sera. BExposure of zona-free oocytes to anti-
serum did not change their penetrability by normal
sperm. These results suggest that the antigens
recognized by Anti-KCl participate in the process of
fertilization.

THE H42 MI@I 200/220) OF MOUSE SPERM: BIOCHEMI-

CIL AND IMMIBIOLOGICAL CHARACTERIZATION
acg:no H42 (p200/220) del ide de ratén:
izacién bloquhlu, £is olbgh:a e h-mglbg:l;

’

gﬂngn._h De, of ., Blology and
Duke 1vus1ty, Durham, North Carolina,

To st fertilization, wve have generated anti-sperms
monoclonal antibodies (mAbs). One of these, M42 mAb
is restricted to thezpl_ membrane over the acrosome
in mature s . MAZ mAb blocks mouse fertilization
both in vitro anﬂ in vivo by blocking an initui

of the M42 eco?n zes a
doublet of 200/220 kD (E’;’OO/ZZO) in cmﬂa gdl
sperm. Caput spezl‘dis; M42 Ag with Mr 220/240 kD,
suggesting that M4 Ag iz modified post-
translationally during epididymal transit. Other
results suggest that this change may be related to
acgulsltlm for &xtiuzing function. Enxicrnent of
p2 /220 (=21,000-fold) has been achlieved usin%

tration and ion exchange, coupled with atfinity

chzt ography, indicates that 200/220 is an
acidic glyeoptotein with differentiall charged
subunits. ‘Native' 200/220 probably exists as a
500-700 kD oli ive immunization of mice with
fzo 220, a t ‘infertility induction, has been a
term goal Use of sperm—derived 206/220 appears
unxealistic and we have investigated use of anti-
idiotypic Abs (anti-Ids) directed against p200/220 to
mimic native antigen. Monoclonal anti-Id M42 Abs,

termed anti-Id and anti-Id D2, a to rec-
ognize overlapping, but not ldentlcal, f topes of M42
wAb. The anti-Ids letel nhibit M42 bindi

to sperm, solub 0/220 inhibits anti-I

binding to mz mAb. I-unlution of mice with anti-
Ids induced idiotype-reactive anti-(anti-Id) Abs,
i.e. 413 Abs with specific p200/220—b1nd1ng activity.

Two major results have emerged to date: a) sperm
denge with contraceptive potentlal can be
1 1fied through the careful use of mAbs, and b) use

anti-Ids can replace purified native antigan for
cmttaoeptive purposes.

Supported by the NIH and the A.W. Mellon Foundation.

AN ANALYSIS OF THE OOCYTE SURFACE AFTER CORTICAL
GRANMULES RELEASE. (Un anédlisis de la superficie del
ovocito después de la liberacién de los granulos
corticales). Ahuja, K.K., Lee, S.H., ¥hittingham,
R.G. MRC Experimental BEwbryology and Teratology
Unit, St. George's Hospital Medical School, Cranmer
Terrace, London SW17 ORE, U.K.

The release of cortical granules (OG) and the
completion of melosis are two of the earliest
responses observed during the process of mammalian
oocyte activation induced by either the entry of a
fertilizing spermatozoon or by artificial activating
agents. The nevly released (G contents modify the
properties of the oocyte plassa membrane and the
overlying zona pellucida  to prevent the entry of
further spermatozoa into the oocyte, the so-called
"block to polyspermy™.

An immmocytochemical method has been established
to study the kinetics of the release of G
glycoconjugates and their fate during the early
stages of development in the mouse. We extended
those studies involving UEA-I to rat, golden hamster
and human oocytes. FITC-UEA-I binding to the plasma
menbranes of rat, hamster and human oocytes showed a
punctuats distribution over the entire surface
except the aicrovilli-free area overlying the
meiotic spindle which is known to loock OG. The OG-
free area of the rat oocytes was identical to the
mouse but it was smaller in the hamster and rather
insignificant in the human fertilized oocytes.

It is tempting to suggest that the fucosyl
glycoconjugates may be universally present in the CG
of mammalian oocytes and a simple staining method
involving FITC-UEA I should provide a powerful tool
for the study of fertilizatic ciated ch in
mammallian oocytes.

TESTRS-SPECIFIC LACTATE DERYDROGENASE LDH-C4
AND DEVELOPMENT OF A CONTRACEPTIVE VACCINE.
(Deshidrogenasa léctica especifica de tes-
ticulo LDH-C4 y al desarrollo de una vacuna
anticoncdetiva). Department of
Biochemistry, Molecular Biology and Cell
Biology, Northwestern University, Evanston,
Illinois, USA.

LDR-C4 has been used as a nmnodel spera
antigen for immunocontraception. This
protein is immunogenic in males and females,
and the antibodies which are produced are
absolutely tissue-specific. Because the
molecular structure of LDH-C4 is known Ve
have been able to map antigenic daterminants
and to design synthetic peptides that pro-
voke antibodies that recognise the native
protein. In a fertility trial, pregnancy
vas ‘significantly reduced in female baboons
immunized wvith a synthetic peptide sequence
of 12 amino acids representing the amino
terminus of LDH-C4. Recombinat DNA and
genetic engineering technology have been em-
ployed to express human LDH-C4 in E. coli,
and to obtain recombinant vaccinia virus
containing the LDH-C4 gene coding region.
These results will be discussed in terms of
immuno-contraception.

This research is supported by grants froa
the National Institutes of Child Health and
Human Developaent, USPHS.
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SIMPOSIO PROLIFERACION CELULAR Y ONCOGENES

PROLIFERACION CELULAR Y ONCOGENES (Cell prolifer—
ation and oncogeres) Lépez Solis, R.0.. y Santos, M.
Dpto. Biologia Celular "y Genética, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile.

Los mecanismos participantes en la regulacién
de la proliferacién celular son escasamente cormoci—
dos. En gereral, se concibe que sefales extracelu—
lares son responsables de la transicién reposc
proliferativo~proliferacién Yy viceversa. La
caracterizacidén de tales seiales, los procesos que
ocurren en las células blanco y la relacién de éstos
con la modulacidn de la respuesta proliferativa, son
motivos de interés en la actualidad.

En el presente simposio se discutird, a base
de la informacién derivada de distintos sistemas
experimentales in vitro e in vivo: 1l.-la posible
relacidén entre la induccién de proliferacién celular
y crecimiento celular, 2.- la complejidad de la
activacidén génica que ocuwrre inmediatamente después
de la recepcion de la sefal inductora de prolifera-—
cidén, 3.- la relacién aparentemente excluyente entre
proliferacién celular y diferenciacién celular, 4.
la relacién entre la expresién de oncogenes nuclea—
res y la transformacién celular y S5.- la interaccion
entre oncoproteinas virales y oncoproteinas celula-
res en relacién a la proliferacién de células
transformadas por virus. En sintesis, se analizaran
mecanismos gue pudieran participar en el control
rnormal de la proliferaci6n celular y las posibilida~
des que una alteraciéon de los mismos pudiera
resultar en el proceso neopldsico.

IDENTIFICACION DE GENES INOUCIBLES POR FACTORES DE
CRECIMIENTO (Identification, of growth factor
inducible geres? Bravo, R. Kovary, K., Macdonald-
—Bravo, H. y Rymseck, R.-P. Department of Molecular
Biology, The Squibb Institute for Medical Ressarch,
P.0.Box 4000, Princston, NJ 08543

El parorama oque emerge del estudio de la
respussta gendmica temprana de fibroblastos a los
factores da crecimiento es de una complejidad
considerable. Al menos 80 cUNAE correspondientes a
Qanes tempranos inmediatos han sido aislados. Varios
da sstos gQenes codifican factores de transcripcion
conocidos o presuntos, tales como c—fos, ra-i,
fos B, Krox-20, Krox-24, c~-jun y jun B.

Racientemente hamos identificado otro gan
temprano inmediato (N10), el cual presenta una
similitud significativa con la superfamilia de
receptores rucleares que unen ligandos, entre las
que sa encuentran la familia de recsptores de
hormonas esteroidales y la familia de receptores
tiroideos. La mayor similitud se restringe a una
ragién de aproximadamente 70 aminodcidos, la que se
corresponds con el dominio de unién a DNA de los
racaptores. Esta regidén contiene dos sectores tipo
dados de zinc. La proteina N10 estd localizada en
el nicleo y tiene una vida media aproximada de 30
minutos en fibroblastoe estimulados.

El gen estd compuesto por 7 exones distribui-
dos en un segmento de 6.5 kb. Los sectores tipo
dados de 2zinc estdn en exones separados, al igual
Qe en otros miembros de la superfamilia. Sin
embargo, en N10 la ubicacién dsl intrén que separa
los exones coorrespondientes a los sectores tipo
dedos de zinc es diferente a la descrita para todos
los damis miembros de la superfamilia. Esto sugiere
qus N10 representa una nueva familia de receptores
qus unen ligandos rucleares.

Coordinadores: Myriam Santos', Remigio Lopez

CRECINIENTO CELULAR Y PROLIFERACIDN CELULAR (Cell growth and cell

proliferation). Léper Soliy, R.0,, Disz, H., Alliende, C., Gomzdles,
B3, Pekay Lille, §.; [iad: M. v Castillo, L,. Dpto. Binlogia Celular
y Senética, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

Usualoente, uma célula que se va a dividir debe crecer, Asi,
justo con los procesos propivs de la proliferacién celular (sintesis de
DNA y gitosis) existen procesos que pudieran ser propios del crecimien-
to celular. .

Un sistess que ha servido de sodela en estudias de proliferacién
celular consiste en la estisulacién de las células acinares de las
gléndulas pardtidas por isoproterencl {IPR), un agonista f-adrenérgica.

Se ha desostrado que al inducir proliferacién celular, isoprote-
renal induce la aparicién de novo de una familia de polipéptidos de
naturaleza secretoria (polipéptidos C,D,E,F y G). A fin de evaluar una
eventual relacién entre los polipéptidos C,0,E,F y 6 y las vias de
sintesis de DNA-mitosis o del crecimiento celular, se buscé segarar
asbas respuestas, La admimistracién crénica diaria de IPR peraitié
inducir diferencialaente proliferacién y crecisiento celular (priseros
4-5 dias) o sélo crecisiento celular (5-12 dias de tratasiento). Bajo
estas condiciones se logré establecer que la acusulacién de los
polipgptidos C,0,E,F y 6 corresponde ads bien a la respuesta de
creciniento celular.  Utilizando tales polipéptidos como marcaderes
noleculares del crecisiento de las células acinares y recurriendo al
usg de inhibidores eetabdlicos (actinomicina D) y de agonistas (debuta-
nina, salbutamol) y antagonistas (atenolol, ICI 118551} B-adrenkrgicos
se logré establecer que la induccién del crecimiento requiere 1) la
sediacién de receptores Bi-adrenérgicos de la aesbrana plasestica, 2)
una interacciés prolongada {2-3 horas) entre IPR y receptorss B-adre-
nérgicos y 3) actividad transcripcional . Estas caracteristicas
parecen ser andlogas a aquellas de las que depende la induccién de
sintesis de DNA-mitosis en este sistesa. Considerando la naturaleza
secretoria de los polipeptides C,0,E,F y & se ha logrado asimiseo
establecer que en células que han ausentado de tamadio y Qque no respon-
den experinentando sintesis de DNA-mitosis, la resintesis post-secre-
cidn de los polipéptidos es independiente de los receptores B-adrenér-
gicos y de la actividad transcripcional pero relacionada a la actividad
secretoria. De este modo, el crecimiento celular en ausencia de
proliferacién celular parece corresponder a una respuesta de adaptacidn
a la hiperactividad secretoria.

NOLECULAR APPROACNES TO THE RELATIONSNIP BETUEEN PROLIFERATION AND INITIA-
TION OF OGTEOBAST PHENDTYPE DEVELOPMENT. Gary §. Stein amd
Bept. of Coll Biol., Univ. of Mass. Med. Cir. Worcester, WA 01433,

The relationship of proliferation to the known davelopaestal sequesce
susociated with bone coll differentiation was exasined in prisary fetal rat
calverial devived ostecblasts (0B) usimg sutoradiography, histochesistry,
biochesistry and aRNA assays of OB cell growth and matrix gemes. Isitially,
activaly proliferating cells produce a fibronectin/Type I collagen estrace-
llalar satriz (ECH). A reciprocal rslationship between the declise in
proliferative activity ead the induction of geses associated with astrix
saturation and simeralization ie supported by (1) a tesporal sequence of
wemts in which thers % initially an enhanced expression of altalise
phosphatase (AP) imsediately following the proliferative perisd with
subsequent increasad expression of osteocalcis (0C) and ostespetie 18P at
wset of aineralization (2) increased mxpression of AP and OP whem B
wynthesis is indibited by hydroxyureay (3) sshanced levels of the vstashlast
sarkers (AP, 0P, OC) as a function of ascorbic acid indwced cellage
daposition, sugoesting that the ECW contributes to both the shetdews of
proliferation and expression of the 03 phenotype. By deteraining collalar
ol levels and rates of aRMA synthesis in isolated muclei, the dews-regula-
tion of call growth related genes was found te be sodified by tramecriptise
and oA stability. The down-regulstion of a histons gese is sssscisted
with ensat of 0B differentistion ané is trasscriptimsally sedisted by
selective loss of the interaction of a prosoter binding facter ClinF-B) with
a pronieal requlstory slesent (Site I1). This is supperted by the parsisten-
cs of Site II-HinF-D interactions when prolifersting rat 00°s are grewth
arrested under conditions that do not inducs differeatiatiom (i.n., indec-
tion 08 ssrkers), indicating that loss of this trasscripties facter is
& aarker of differentistion. In sussiry, appearance of awriars of the 0B
phenctype appear to be induced by the dewe-requistion of preliferation.
This is dependest upon extracelluler satrix fersatien which supperts the OB
developaental sequence to a restrictism peiat where sineralizstion and
expression of other 00 genes (e.g., OC) is reuired for campletion of 0B
diffarentiation.




R 210

NUCLEAR PROTO-ONCOGENES MYC, FOS AND JUN :
POSSIBLE ROLE IN MALIGNANT TRANSFORMATION
CAUSED BY POLYOMA AND SIMIAN SARCOMA VIRUS
(Ssv).

i C Armelin Lucia m an
Martha H, Soncbe .
Universidade de Sao Paulo, Instituto de
Quimica, C.P. 20.780 - Sao Paulo, Brasil.

The SVV v-sis oncogenic sequence codes
for a 28 KDa protein (p28~=*=) that is
homologous to PDGF (platelet-derived growth
factor). An autocrine mechanism has been
invoked as the basis for SSV- transforma-
tion. PDGF controls cell proliferation via
the induction of a few cellular genes among
which the nuclear proto—oncogenes myc, fos
and jun. No cellular homologs to Polyoma T
antigens oncogenic sequences have been
found. However, both Polyoma and SSV trans-
formation render Balb-3T3 cells PDGF-inde-
pendent . We have been studying the rvrole
played by nuclear oncogenes’ expression in
viral transformation using DNA-mediated
transfection of cloned v-siz and Polyoma
large and middle T antigen cDNAs. Stable
integration of viral sequences and expre-
ssion in transfactant cell 1lines are
confirmed by, respectively, Southern and
Northern hybridization. Expression of
PDGF-inducible myc, fos and jun proto-onco-
genes is examined by Sl nuclease protec-
tion, Northern and Wetsern blotting.

Supported by : FINEP, FAPESP, CNPq, CAPES.

SIMPOSIOS

DINAMICA DE LA [INTERACCION ENTRE LA ONCOPROTEINA
CELULAR p33 Y LA ONCOPROTEINA DEL VIRUS 8VA40.
(DYNAMICS OF THE INTERACTION BETWEEN THE CELLULAR
ONCOPROTEIN p33 AND THE SV40 VIRAL ONCOPROTEIN).
Santos, M., Corvalén. A., Ordenes.G.E. y Arenas. C.P.
Departamento de Biologia Celular y Genética, Facultad
de Medicina, Univarsidad de Chile.

El proto-oncogen celular pS53 codifica para una
proteina (p53) que parece regular la transicioén Go/S.
Células normales quiescentes no expresan dicha pro-
teina, pero su entrada en @l ciclo proliferativo se
acompaia de una aumento paulatino en el contenido ce-
lular de la p53, que decae nuevamente al término de
la mitosis. Por el contrario, una variedad de células
transformadas e incluso células de tumores humanos
presentan niveles permanentemente elevados de la p3S3.
Este hecho, que podria ser un factor determinante de
la mantencién de estas células en continua prolif
cion, parece resultar de la interaccién fisica de la
pS3 con proteinas particulares. En las células trans-
formadas por 5V40, la pS3 se asocia con la oncopro-
teina viral, el antigeno tumoral mayor (ag-T). Si am-
bas oncoproteinas, en sus formas libres o asociadas,
participan en el control de la proliferacién de estas
células, seria esperable que las interacciones entre
si{ 0 con estructuras celulares particulares sean di-
némicas. Estudios inmunocitoquimicos y radioinmuno-
quimicos han mostrado que s6lo las células en proli-
feracion expresan p53 y ag-T en su superficie, mien-
tras que la distribucién intranuclear de ambas, su
asociacion con estructuras subnucleares particulares,
su estabilidad, su velocidad de maduracién y aparen—
temente su cinética de asociacién-disociacién, varian
en funcién de la proliferacioén celular. Los resulta-
dos sugieren que el dinamismo postulado existe y que
podria deberse a cambios estructurales del ag-T y/o
de la p53 &n relacion con la actividad proliferativa.
Proyectos : 447/87 Fondecyty B2366 UChy S9CHL24 TWAS.

SIMPOSIO CITOESQUELETO

Coordinador: Octavio Monasterio

CYTOSKELETON SYMPOSIUM PRESENTATION. (Presentacién del INTERACCIOMES  MACROMOLECULARES QUE REGULAN EL

Simposio "Citoesqueleto"). Monasterio, 0. Depar- ENSAMELATE DE LOS MICROTUBULOS. Maccioni, R.B. Int.
tamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universi- Center for Cancer and Developmental Biology, Santiago,
dad de Chile. Chile and Univ. Colorado Health Sciences Center,

Denver €O, U.S.A.

This = symposium is mostly directed toward the

snalysis of wmicrotubules, one of three principal Jliemos estudiado la subestructura del dominio C-
filamentous elements of the cytoskeleton. They are terminal de a y BA-tubulina y -su relacién con la
mainly formed through the self-association of tubulin. interaccién de proteinas asociadas (MAPs) y el control
Work during the past 15 to 20 years has demonstrated de la polimerizacién de los microttbulos. Se
that microtubules sre dynamic structures which are utilizaron tres enfoques: proteolisis enzimética

regulated predominantly by the levels of calcium and controlada, uso de péptidos sintéticos y anticuerpos
GTP and by the interaction with ‘microtubule- antipéptidos y anti-idiotipicos. Los estudios de

associated proteins' and other proteins. The effect proteolisis demostraron que un dominio de 4kDa de la
of colchicine and other natural drugs on the assembly regién C-terminal de o y B-tubulina es critico para la
of microtubules has been extensively studied in vitro requlacién de la polimerizacién. Los estudios de unién

and in vivo. In this respect, the synthesis of new revelaron que los péptidos a«(K430-G441) y B(Y422-
drugs which bind reversibly to tubulin and E434) interacttan selectivamente con las distintas
depolymerize microtubules constitutes a novel MAPs. Los estudios inmunolégicos utilizando los
approach. This has allowed the study of the function anticuerpos antipéptidos (Ab-1) confirmaron 1la
of microtubules in situ. "The use of antibodies to participacién de ios subdominios de a« y B-tubulina
specific regions of the tubulin subunits has suggested definidos por estos péptidos en la unién de las MAPs y
the regions of the dimers involved in protofilament que el bloqueo especifico de esta interaccién impide

formation. Genetic analysis and cloning of tubulin la polimerizacién. Nuestras conclusiones estén
and intermediate filament proteins have been apoyadas por el descubrimiento de anticuerpos anti-
succesfully used to wunderstand the relationship idiotipicos (Ab-2) en el suero de conejos inmunizados
between function and structure of these proteins and con los péptidos descritos, los cuales reaccionan
to understand how they are regulated at the especificamente con las MAPs. Estos anticuerpos nos
translational and post-translational levels. New han entregado valiosa informacién acerca de los
findings related to the mechanism involved in the dominios de las MAPs involucrados en sus interacciones

assembly of microtubules and other components of the con los microtdbulos. Péptidos sintéticos de las

cytoskeleton will be thoroughly reviewed.

secuencias repetitivas de tau, V187-G204 y V218-

The knowledge of the relationships between the G235, contienen los determinantes antigénicos
structure of the cytoskeleton proteins and the reconocidos por los anticuerpos Ab-2. Los estudios
sechanisms that regulate their function in the cell Indican que tau y MAP-2 comwparten dominios

will be hopefully understood at a molecular level in estructuralmente similares para la interaccién de 1la

a near future.

tubulina. (Financiado por Council for Tobacco
Research, USA, American Heart Assoc. y Alzheimer
Disease & Related Disorders Assoc.)
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ESTRUCTURA Y ENSAMBLAJE DE TUBULINA EXAMINADOS CON
ANTICUERPOS DE ESPECIFICIDAD PREDETERMINADA (Tubu-
lin structure and assembly probed with antibodies to
synthetic Yeptides). Andreu,J.M.", Arevalo,M.A.l,
Nieto,J.M." y Andreu,D.?. Icentro de investigacio-
nes Bioldgicas, CSIC, Madrid y ZDepto. Quimica Orga
nica, Universidad de Barcelona, Espafia.

Se sintetizaron péptidos correspondientes a las
posiciones conservadas e hidrofilicas de las secuen-
cias de tubulina <(155-168), $(153-165), R (214-226),
9(241—256), A(430-443), ol (425-443) y 9(412—431).
Contra estos peptidos se produjeron anticuerpos
que reaccionan especificamente con las secuencias
homologas de la proteina, que estan expuestas en
la superficie del heterodimero o-f8 tubulina. Mediante
proteolisis limitada e immunoblot con los anticuerpos
monoespecificos se determind que cada mondmero de
tubulina consta de tres tipos mayoritarios de frag-
mentos compactos 'y tres bucles de proteolisis prefe-
rencial (Biochemistry 27, 5352-5365, 1988). Los
anticuerpos contra las zonas proximas al extremo
C-terminal [%(430-443), ol(415-443) y «(412-431))
perturban subestequiometricamente el ensamblaje
de tubulina purificada, induciendo la formacién
de microtiibulos, microtibulos abiertos y hojas.

En microtibulos nativos de células PtK2 y en
microtubulos de tubulina purificada ‘inducidos in
vitro por taxol las zonas ﬂ(153—165), d(430—443)
b4 ‘%(412-431) permanecen expuestas, mientras que
A(155-168), ol(214-226) y F(241—256) son ocluidas
por el ensamblaje de tubulina. Las posiciones
*(214-226) y f(241-256) estan probablemente implica-
das en las interacciones axiales entre heterodimeros
de tubulina para formar los protofilamentos, mientras
que oA (241-256) y ‘1(214—226) deben ser cercanas
a la interfase de unidén entre los mondmeros ol y
(éen el heterodimero de tubulina.

THE DEFINITION OF THE ROLE OF MICROTUBULE IN PROTEIN
SECRETION BY THE USE OF TMB, A COLCHICINE ANALOGUE
WHICH BINDS REVERSIBLY TO TUBULIN, Gorbunoff, N.,
Herman, G., s S., Mauduit, P, and Rossignol, B.
Graduate Department of Biochemistry, Brandeis Univ.,
Waltham, MA U.S.A.; Labo. de Biochimie des Transports
Cellulaire, CNRS, Univ. Paris-Sud, Orsay, France;
Centre de Cytologie Experimentale, Ivry, France.

The role of microtubules in the secretion of
labeled proteins in rat lacrimal glands was probed by
the use of 2,3,4,4'-tetramethoxy-1-1'-biphenyl (TMB),
which is a colchicine analogue that binds reversibly
to tubulin. Immunofluorescence studies have shown that
TMB at a 100 M level destroys in leas than 10
minutes the microtubule network in acinar cells of
rat ex-orbital glands. Removal of TMB led to the
restoration of the microtubular system in less than
20 minutes, even after a 4 hour treatment with the
drug. The protein-secretory process was examined by
adding the drug at various stages. The results have
shown that: a) the presence of TMB only during the
phase of granule migration gives no inhibition of the
discharge; b) the presence of TMB during granule
maturation, and its subsequent removal for 60 minutes
slows down the transport of -newly synthesized
proteins, but the granules keep their ability to be
discharged; c¢) the presence of TMB during both the
phases of granule maturation and migration, then
removal from the incubation medium, renders impossible
the discharge of the labeled proteins. The conclusions
were: a) microtubules are involved during the
maturation of the granules, but not their migration;
b) inhibition of the discharge is of two types:
during short incubations ( 70 min), it is transient;
when the incubations are longer, the secretory
granules are destroyed by lysozomes. (Supported by
NIH grant CA-16707).

DYNAMIC ASPECTS OF MICROTUBULE ASSEMBLY. Timasheff,
S. N., Graduate Department of Biochemistry, Brandeis
University, Waltham, MA 02254, U.S.A.

In a large excess of GIP the assembly of micro-
tubules can be described thermodynamically as a
pseudo—equilibrium in terms of the Ooczawa theory of
nucleated polymerization. The hydrolysis of the E-site
GTP subsequent to assembly, the constant diffusional
exchange of tubulin monomers at the two ends of
steady state microtubules and the differences in
assembly-disassembly kinetics at the two ends render
microtubules into a dynamic system. Well known
consequences are the treadmilling phenomenon in in
vitro assembled microtubules and the dynamic
instability observed in _ cellular systems. The
GTP GDP hydrolysis leads to a heterogeneous
structure of microtubules, with a small GTP-tubulin
cap at each end and GDP-tubulin making up the bulk of
the assembled structure. Since GDP-tubulin is unable
to assemble into microtubules but favors the formation
of double rings, the core of the organelles is
unstable and the stabilization is imparted by the
caps at the two ends. The favored assembly geometry
in the two states (microtubules with GTP-tubulin,
double rings with GDP <tubulin) has led to the
conclusion that tubulin exists in two principal
conformational states, "straight" and "“curved", their
equilibrium being allosterically controlled by the
state of phosphorylation of the nucleotide (Melki,
Carlier, Pantaloni and Ti heff, Biochemistry, 1989,
in press). The recent important discovery by Carlier
et al., (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 1987, 84,
5257) of synchronous oscillations in microtubule
assembly from pure tubulin can be understood in terms
of the dynamics and relative kinetics of GTP-GDP
exchange on tubulin, double ring assembly and
disassembly and diffusional exchange of tubulin
molecules at microtubule ends. (Supported by NIH
grants CA-16707 and GM-14603).

MICROTUBULES AND NEUROFILAMENTS: DETERMI-
NANTS 9!7 AXONAL S’l#'RUCTURE g‘lD FUNCTION. D.W,

) iro™ , H.C. Joshi”, * and BN,
, Departments of Biglogical Chemist.rK1 , Physiology* and
Neurology and Ophthamology®, The Johns Hopkins Univ. School of
Medicine, Baltimore, MD 21205 USA.

Neurons are highly asymmetric cells whose cytoarchitecture is es-
tablished principally two components: microtubules and
neurofilaments. Microtubules are rigid polymers that both support
neurite elongation and form the linear tracks for particle transport
into the axon. The principal components of microtubules, « and g

tubulin, are each encoded by a small multigene family comgrised of
about 6 functional genes. For p tubulin, five of these (which encode
S different g tubulin isotypes) are expressed in neurons. The
isotypes are not biochemically equivalent since two are preferential-
3asembleq and one is partially excluded from neurites. What role,
any, such isotype distinctions play in microtubule function is still
unsettled, but double label immunogold electron microscopy reveals
that axonal microtubules are assembled as nearly random co-
1S of the axonal isotypes.
eurofilaments (NdF), the ‘;mermediate f;lf::emcnt proteilns of axons,
are synthesized and assembled primarily rneuriteeonanon' is
ted. In myelinated axonslzhere is alinear correlation
axonal cross sectional area and NF number. Further, following
crushing (axotomy) of a pe 'icral nerve, a reduction in diameter
i o ¢ n

that progresses from the cel utwardlsaccomﬁll‘_nedbya
reduction both in NF number and in n« synthesized NF subunits
rted into the axon. In view of these findings we have

that NF are intrinsic determinants of axonal diameter. To test this
pn()lposal, we have used DNA transfection of cloned NF-L, NF-M
and NF-H genes to identify domains of the mouse NF subunits
necessary for filament formation. Not isingly, the 310 amino
acid conserved o helical rod domain is essential for assembly. In
transgenic mice that express additional wild or mutant NF-L
Fenes,weﬁnd thatI‘IeF"-PLwnbe assembled at high

evels (2% of cell protein) in non-neuronal cells without major ef -
fect. However, expression of a 20 fold excess of transgene RNA in
neurons does not yield any increase in NF-L protein. This may be
due to a translational or post-translati
NF accumulation in neurons.

ional mechanism that restricts
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SIMPOSIO LA BIOLOGIA CELULAR EN IBEROAMERICA

SIMP0SIO: LA BIOLOGIA CELULAR EN IBEROAME-
RICA (Cell Biology in Iberoamérica).
COORDINADOR: . Bios Chile y
Unidad de Inmunologia, Facultad de Cienclas
Biolégicas, Pontificia Universidad Catélica
de Chile.

La Biologia Celular es una de las 4&reas
gue mayor desarrollo ha tenido en. la d4ltima
década, debido a gue es un punto de conver-
gencia de casi todas las disciplinas biolé-
gicas.

El objetivo de este simposio es analizar
el estado actual de la Biologia Celular en
Iberoamérica bajo tres aspectos: 1) Produc-
tividad cientffica en el periodo 1983-1987.
Esta informacién permitird una evaluacién
cuantitativa del nivel en que estamos. 2)
Situacién del post-grado en Argentina,
Brasil, Chile, Espafia, México y Venezuela.
BEsta actividad es fundamental para renovar
los recursss humanos gue son la base para
generar y asimilar nuevos conocimientos. 3)
Impacto del conocimiento basico de Biologia
Celular en el desarrollo de la Blotecnologia
en Iberoamérica. Este aspecto no podia
guedar fuera del simposio porque representa
uno de los desafios m&s importantes a futuro
para solucionar problemas regionales.

De este andlisis se puede concluir que
aungue en algunos paises existen grupos de
investigacién con prestigio mundial, se han
constituido Sociedades Cientificas y progra-
mas de post-grado, la productividad clien-
tifica en iberoamérica es adn incipiente,
puesto que aporta aproximadamente el 1% al
total de las publicaciones mundiales en el
drea.

Patrocinio: RELAB y Laboratorio Chile S.A.

ESTADO ACTUAL DER LA INVESTIGACION CELULAR EN LA
ARGENTINA. Burgos, M. IHEM. Univ. Nac. de Cuyo.
Mendoza , Argentina,

En la Argentina no existe especificamente un
doctorado en Blologia Celular sino los clésicos
doctorados relacionados a esta disciplina en
Ciencias Médicas, Ciencias Agr ias, Cienclas
Biolégicas y Ciencias Quimicas. Los licenciados que
aspiran al titulo de doctor deben completar y
aprobar una tesis de doctorado bajo la direccién de
un ‘director y con un aporte de investigacién
Cientifica original. Estos licenciados son apoyados
durante este periodo por becas otorgadas por
instituciones oficiales o privadas (Universidad,
CONICET y PFundaciones). Towando como ejemplo al
CONICET, de los 2227 becarios que trabajan dentro
del pais, 287 corx a Ciencias Biolégicas, 210
a Clencias Médicas, 163 a Ciencias Agropecuarias y
218 a Clencias Quimicas. A estas hay que adicionar
unas 130 becas externas.

Existen aproximadamsente 27 centros equipados como
para que estos licenciados puedan completar su
formacién y alcanzar el doctorado. Luego de
completar el periodo de becario pueden ingresar a
la carrera de Iinvestigador del OONICET o a
posiciones de dedicacién exclusiva en las
Universidades. En la actualidad en las cuatro ramas
del conocimiento mencionadas, el nimero de miesbros
de la Carrera del Investigador supera el millar. El
total de investigadores de la carrera ascendié en
los dltimos 5 afios de 1768 a 2376. Existe también
una carrera para el personal técnico de apoyo a la
investigacién clientifica. La mayor parte de los

son aportados por el OONICET y las
universidades, aunque es frecuente gue en las becas
externas se agreguen recursos provenientes de
Pandaciones Extranjeras. Desde 1958 hasta la fecha
el OQONICET ha mantenido su continuidad como
pxincipal apoyo para el desarrollo y promocién de la
Investigacién Clentifica en la Argentina.

Coordinadora: Maria Inés Becker

PRODUCTIVIDAD CIRNTIFICA EN BIOLOGIA CELULAR DB LOS
PAISES IBEROAMERICANOS: 1983-1987. (S8cientific pro—
ductivity in Cell Biology from Ibero-American coun—
tries: 1983-1987)..

Becker, M.I, y Bazros, C., Bios=Chile IG.SA y Lab.
BEmbriologia, Fac. Ciencias Biolégicas, Pontificia
Universidad Catélica de Chile.

Una manera de evaluar el desarrollo de un érea
del conocimiento cientifico en un pais y su tzas-
cendencia en el contexto mundial de la investi-
gacién, es determinar el némero de publicaciones en
revistas intefnacionales con comité editorial.

Con este propésito, se determind mediante una
encuesta cudles eran las revistas més importantes
en Biologia Celular y posteriormente, se hizo un
catastro de los trabajos publicados en las revistas
saleccionadas, en que al menos uno de los autores
fuera de filiacién iberocamexicana, durante el
periodo 1983-1987.

Se destaca en este estudio que: 1) De un total
de 32 revistas seleccionadas, que incluyen Nature y
Science, las de mayor impacto en esta drea son: J.
Cell Biol.; Cell; PMAS; Bur. J. Cell Biol.; J.
Biol. Chem.; Exp. Cell Res. y EMBO. J. 2}
Resultados preliminares muestran gue la produc-
tividad iberoamericana es alrededor del 1% del
total de publicaciones en las revistas analizadas.
3) Bntre los paises iberocamericanos, el pais con
mayor un nimero de publicaciones es Espaia (48%),
le siguen Chile (228), México (9%), Argentina (7s),
Brasil (4%) y Venezuela (4%). E1 resto de los
paises tienen una escasa contribucién.

La baja productividad requiere un andlisis de
la comunidad de bidlogos celulares iberoamericanos,
a fin de tomar acuerdos qQue permitan impulsar el
desarrollo de esta srea mediante la destinacién de
mayores recursos Yy también sediante el for-
talecimiento de los programas de Post-Grado.

A BICLOGIA CEUIEAR NO ERASIL (Cell Biology in
Bragil). Da Souss., ¥., Instituto de Biofisim
Carlos Chagas Filho, Universidade PFederal do Rio de
Janeiro.

Apenas em poucos cursos a Blologia Celular ¢
ministrada como tal no Brasil. O mais comm é ala
estar dispersa entre os cursos de Histologia,
Biofisica, Bioguimica, Biologia Molecular e
Gendtica, 0 que dificulta a andlise detaihada da
situago da Biologia Cslular no Brasil. Ra que
pese a nossa situaglo estar longs do ideal obsrva-
se nos dltimos akos um wumento no nimero de grupos
atuantes, no némsro e na qualidade dos trabaihos
que via sendo realizados. O fato ds terem
existidos alguna Programas Especiais organizados
pelas agencias de financiamento, fizeram com Que
cextas &reas se destacassem. Ko que ocorre, por
exemplo, e érea da Biologia Celular de Parasitos,
com &nfase xincipalmente em Trypanosoma crusi,
Leishaania e Schistosoma mansoni. Tais parasitos
tém sido utilizados intensamente como modelos
experimentais para estudos morfolégicos,
bloguimicos e inmnolégicos. O ndmero de doutores
formados tem sido Iinsuficiente para atender as
necessidades das instituigles universitérias.
BEsforgos estlo sendo feltos para aumsntar os
prograsas de formeglo de recursos humencs visando
atendimento das necessidades dos polos de
biotecnologia em fase de implantaco. Todas as
atividades nesta érea, tema sido apoladas pela
Financiadora de Estudos e Projetos (FINEP) e pelo
Conselho Nacional de Desenvolvimiento Clentifico e
Tecnégico (Olqg).
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PROGRAMAS DE POSTGRADO EN CHILE. AREA BIOLOGIA CELULAR.
(Postgraduate Programs in Chile. Field of Cell Biology).

L. Izquierdo. Departamento de Biologia, Facultad de
ﬁenc%as, Universidad de Chile.

Los programas chilenos en Biologia conducen al Magis-
ter o Doctorado en Ciencias Bioldgicas, en general sin
especificacién de Ta disciplina; por 1o tanto no es fa-
cil precisar el drea de Biologia Celular. Las cifras so
bre nimero de graduados indicadas en la columna 1 se re
fieren al conjunto de Biologia Celular, Biologia del De
sarrollo, Biologia Molecular, Bioquimica, Biosifica y
Fisiologia; las cifras en columna 2 a Biologia Celular
exclusivamente.

La primera cifra es probablemente una sobreestimacién,
1a segunda una subestimacidn y las conclusiones dependen
de cuan restrictiva sea la definicion de Biologia Celu
lar.

Universidad Iniciacidén Programa Graduados hasta 1988
1 Z

MAGISTER

U. de Chile Fac. Ciencias 1978 30 9
Fac. Medicina 1983 32 4
Fac. Q. y Farm 1985 3 -

U. Concepcidn 1978 14

U. Austral 1977 15 -

DOCTORADO

U. de Chile Fac. Ciencias 1966 42 1
Fac. Q. y Farm 1985 4 1

P. U.Catélica 1972 21 15

Se describe el desarrollo de los programas y se exami
na el destino de los graduados.

CACIONES BIOLOGIA CELULAR EN BI
(mllnlaz Blolﬂ and Biotechnology). m?.__ﬂ,,
Depufannto de enclas Biolégicas, 1
encias Exactas dad
La Biologia miulaz conjuntamente con la Bloglhlu,
la Biologia Molecular { la Ingenieria Genética consti
tuyen el basamento del incipiente desarrollo de ac-
tividades blotecnoléglcu En latincamérica ya

ejemplos el empleo de técnicas modernas en salud
humana anlnl en pzoduoclén ia y en la
industria. e, la salud uuu—n -l-

para el
hmanas y animales y para
la lplﬂcaclén antlglnlca, como asi también de
DNA RNA para la deteccién de bacterias y virus.
Se splea RLFP faxa detectar diversas pntolﬁ.’
genéticas y para el establecimiento de
Mediante el cultivo de células euarldtas y de miczo-
organismos se preparan vacunas virales y bacterianas.
Las nuevas técnicas de fertilizacién in vitre y de
divisién de embriones se estén aplicando para resolver
problemas de reproduccién en humanos o para mejorar la
mlldad de animales productores de carnes. En pro-

duccién atir opecuaria se lean inoculantes a favo-
recer la fijacién de nitr y el abastecim: mto A
llmzales a las plantas producen virus, bactex ias

e i ?ue empleados para combatir p Se
producen millones de plantzs micropropagac 6n Y se
estén iniciando las exgax as de tranformacién para
obtener variedades res taihg“ Yy de mejor va-
llni.i all-ent:artl io. 1én sdml agmgglm y
y anticuerpos para co

enfermedades y el FRLP para dlfexenclu variedades de
cultivos. En el 4mbito de la produccién acustica se
reproducen crustéceos en cautiverio para emplear las
semillas en cultivos intensivos. En el campo aliwmen-
tarlo se emplean enzimas saborizantes y enriquecedores
producidos en cultivos o microorganismos wmodificados
que permiten una mejor elaboracién, conservacién o au-
la capacidad mnutricional. En el campo indus-
paises se han desarrollado programas
de produccién de cd:ustiblu por fermentacién. Se
es-t4 estudiando el wmejor empleo de residuos agroin-
dustriales mediante procesos bioldgicoes y se emplean

Se emplean
monoclonales

reactores con células o enzimas inmobilizadas para la
g::ducclén de antibiéticos y transformacién de molécu-
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EL DESARROLLO DE LA BIOLOGIA CELULAR EN MEXICO
{Development of Cell Biology in Mexico). Pefia, A.,
Instituto de Fisiologia Celular, UNAM, Apartado
70-600. México, D.F. México.

No s6lo en el Area de la Biologia Celular, sino
en la ciencia toda, México inicié hace aproxima-
damente treinta afios un esfuerzo que no ha sido
constante, y gque en los #ltimos afios se ha vuelto
mis pequefio. Para intentar hacer una evaluacién del
estado de la Biologfa Celular en México, se tomd
como base las cifras del Sistema Nacional de Inves-—
tigadores, que representan la evaluacién méAs formal
de los investigadores mexicanos. Las cifras son
dificiles de obtener, debido a que algunas A&reas,
como la Bioquimica y la Inmunologia, representan en
realidad una Biologia Celular con ciertos enfoques
de otro tipo. Précticamente es més f£acil hacer un
andlisis de este tipo en la Biologfa Experimental.

Las cifras muestran que para foda la Biologia y
la Medicina, completas, dan un total de 815 inves-
tigadores concentrados, en su gran mayorfa en la
ciudad de México, con 86lo 49 en el nivel més alto.
Para la Biologia Celular se da una cifra de sélo 24
investigadores, pero muchos de otras Areas hacen en
realidad Biologia Celular. Tal vez una cifra
aproximada sea alrededor de 50 investigadores en el
drea. En el &rea propiamente dicha de la Blologfa
Celular hay sélo dos posgrados de buen nivel, que
sin embargo, tienen una produccién de egresados
relativamente baja. En México no hay una Sociedad
de Biologia Celular, y los investigadores del &rea
se asoclan a las de Bioquimica e Inmunologia
principalmente.

Hay pués un grupo peguefio, pero sé6lido de Biélo-
gos Celulares, agrupados alrededor de dos posgrados
principalmente, gque representan ya una base sélida
para el desarrollo de esta disciplina.

PERSPECTIVAS FUTURAS DE LA APLICACION DEL
CONOCIMIENTO BASICO DE BIOLOGIA CELULAR
EN BIOTECNOLOGIA EN IBEROAMERICA. (The
potential biotechnological applications
of basic cell biology knowledge in Ibero-
america).

Pablo Vajenzuela. Chiron Corporation,
Emeryville, California, USA y Bios-Chile

IGSA, Santiago, Chile.

La gran mayoria de nuestros paises
iberoamericanos se caracterizan por 1la
ausencia de un apoyo politico prioritario
a la ciencia y la tecnologia. Somos ex-
portadores de cientificos y técnicos al-
tamente especializados e importadores de
tecnologias y de los productos derivados
de ella. La biotecnologia parece seguir
el mismo camino. Esta presentacién tra-
tarA sobre alqunas de las causas y al-
gunos remedios que, con el debido apoyo
politico, podrfan ayudarnos a superar
este destino. Entre 1los factores a
analizar estén: Planes nacionales, capi-
tales e incentivos, apoyo a y rol de las
universidades, &reas y productos, incor-
poracién de tecnologias, <convenios de
manufactura y comexcializacién.
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SIMPOSIO SINGER SYMPOSIUM

SINGER SYMPOSIUM. Juan Fernindez, Coordinator
(Facu;ty of Science, University of Chile, Santiago.
CHILE).

1. Welcome speech, short biography and achievements of
Dr. Marcus Singer.

2. Role of the cytoskeleton in early embryonic develo
ment. R. Maccioni will discuss the staSiiization of
the microtubule cytoskeleton by transglutaminase,during
the early mammalian development and neuroblastoma
differentiation. J. Fernindez will present evidence-
that organelle translocation durina ooplasmic searega
tion in leech eges relies on organizational changes of
the meiotic and interphase cytoskeletons.

3. Control of the organization and degradation rates
of acethylcholine receptors. M. Salpeter will show
that the degradat1on rates of acetylcholine receptors
are modified in denervated and reinnervated mouse
muscle. N. Inestrosa, on the other hand, will provide
evidence that heparan sulfate proteoglycans appear
to play an important role as organizers of the
cholinergic synapse.

4. Role of neurotrophism and expression of oncogenes
in developing peripheral structures. J. Mc Credie
wiTl analyze the effect of sensory neurotoxic acents
on embryogenesis and the significance of neurotrophism
in modern medicine. Finally, J. Géraudie will provide
evidence that transcription of the oncogene c-myc may
be turned on and off in cells of amphibia forelimb
regenerates.

5. Concluding remarks and medals ceremony.

TRANSGLUTAMINASE IN BARLY DEVELOPMENT AMD CEIL
DIFFERENTIATION (Transgiutaminasas en el desarrollo
temprano y la difezenchclén celular) Maccioni, R.B.
Inte:nntloml Center for Cancer and Developmental
Biology (ICC), Santiago, Chile.

The morphological changes of the embryo during
early development are related to processes of intra-
cellular reorganization of blastomers and cell-to-cell
interactions. The cytoskeleton, implicated in mainte-
nance of cellular shape provide the framework re-
quired for these processes in early esbryos. Trans-
glutaminase (7TG), an enzyme that catalyze acyl trans-
fer reactions producing crosslinking between proteins
or covalent modifications by polyamines appears to
play critical modulatory roles in preimplantational
mouse embryogenesis and differentiation of neuro-
blastoma cells. The specific TG activity in the sol-
uble cellular fractions increases 2-fold from 2-cell
embryos to 8-cell morulae and 4-fold from 2-cell
embryos to blastocysts. The same developmental peofile
vas seen vhen either N,N'-dimethylcasein or endogenous
sustrates vere used in the TG assay. Major acyl donor
components were tubulin and a high molecular weight
crosslinkage products. A pronounced increase in 16
was also observed during morphological differentiation
of neuroblastoma. TG does not reach maximal levels
until extensive neurite formation has occurred. Using
putrescine as acyl acceptor, endog acyl 4 An
neuroblastoma included proteins that co-migrated on
SDS-PAME vith tubulin and actin. TG may mediate cov-
alent crosslinking of microtubules to other cellular
components. These studies indicate that TG is directly
implicated in the cytoarchitectural changes mediated
by stabilization of the microtubule cytoskeleton dur-
ing early embryogenesis and neuroblastoma differen-
tiation. (Supported by Council for Tobacco Research,
UBA, NMATO and ADRDA)

Coordinador: Juan Ferndndez

DYNAMICS OF THE CHOLINERGIC SYNAPSE. N.C. Ines-

trosa, Molecular Neurcobioclogy Unit, Department

of Cell Biology, Faculty of Biological Sciences,
Catholic University of Chile, P.O., Box 114-D,
Santiago-CHILE.

The neuromuscular junction correspond to a small
fraction ( 0.01%) of the muscle surface. At the
junction, both the nerve terminal an® the muscle
surface are differentiated. In particular, the
muscle presents synaptic macromolecules inclu-
ding, the acetylcholinesterase (AChE), the ace =
tylcholine receptors (AChR) and heparan sulfate
proteoglycans. The relationship between these
macromolecules have been studied in genetic va
riants of muscle cells, defective in radicacti ~
ve sulfate incorporation. These variants expressg
normal levels of AChR on their surface, but the
myotubes did not present clustered AChRs nor
asymmetric AChE (as in wildtype myotubes), howe-
ver, when these cells were co-cultivated with
spinal cord explants the clustering defect was
eliminated.

Besides the co-localization and specific inte-
raction between HSPG, and AChR and AChE, these
PGs also interacts with other component of the
ECM, therefore because of its multiple speci =~
fic interaction and well defined localization,
it is possible to suggest that the HSPG acts
as the "organizer of the cholinergic synapse".
Studies in other systems have demonstrated
that PGs are implicated in the assembly and dg
position of ECM components. Hence, the accumu-
lation of ECM-PGs may contribute to the esta -
blishment of a normal nerve-muscle contact and
to participate in the anchoring of synaptic
components.

ORGANIZATION OF THE CYTOSKELETON AND OOPLASMIC SEGREGR
TION IN THE LEECH UNCLEAVED EGG. (Organizacién del ci
tossquéleto y segxegacién copliésmica en el huevo indi-
viso de samguijuela). J. Ferndéindez. Department of
Biology. Faculty of Science. University of Chile. San-
tiago. Chile.

L ic str 1 changes take place in the leech
egg before injtiation of the first cleavage division.
Some of these changes are related to the establishment
of polar cytoplasmic domains (teloplasms), which arxe
later utilized in the manufacture of ectodermal and
mesodermal founder cells. Teloplasms form by ooplas-
mic segregation, process that involves orderly trans-
location of lles the egg ‘surfa-
ce. The role played by the cytoskeleton in this pro-
cess has been studied by immunofluorescence, drug
treatment, scanning and electron microscopy and scan-
ning laser microscopy (confocal).

Ooplasmic. segregation seems to be accomplished in
two steps. Step I occurs by the end of the first meio
tic division, when contraction of an actin lattice
provokes discharge of the first pole cell and ooplasm
accumulation at the top of the animal hemisphere. Step
II occurs during the second half of the first interplfa
se, when contraction of an actin network and rearran-
gement and shortening of microtubules lead to ooplasm
concentration at the animal and vegetal poles. Step
11 ooplasmic segregation is thus bipolar, and appears
to take place along certain microtubules put together
into meridional columns by an earlier episode of actin
contraction.

Results indicate that the organization and proper-
ties of the meiotic and interphase cytoskeletons allow
differentiation of the leech uncleaved egg along its
animal /vegetal axis (Supported by grant 89-1128 from
Pondo Nacional de Investigacién Cientffica y Tecnoldgi
ca.
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NEUROTROPHISM AND CONGENITAL MALFORMATIONS (Neurotro-
fismo y malformaciones congénitas). J. McCredie. De
partment of Surgery. The University of Sydney. Syd-
ney. Australia.

The role of sensory nerves in embryological develop
ment has been overlooked for too long. Electron mi-
croscopy has established the presence of nerves in
embryonic limb buds, previously thought to be nerve-
less. Sensory neurotoxic agents such as thalidomide
Produce malformations in the ¥istribution of dermato
mes, myotomes and sclerotomes. The nature of transmis
sion of the neurotrophic message, a biological secret,
is of great potential importance to medical science,
Examples of the medical application of sensory neuro-
trophism will be presented.

ONCOGENE C-MYC EXPRESSION DURING BLASTEMA FORMATION OF
FORELIMB REGENERATE IN THE FROGLET, Xenopus laevis.
(Expresidn del oncogen C-MYC durante i formacién del
blastema de regeneracién del miembro anterior de Xemo-
pus Laevis). J. Géraudie, J. Hourdry, $. Vriz, M.
Singer and M. Mechali. TLaboratoire d'Anatomie comparée
Université Paris VII, Laboratoire d'Embryologie
moléculaire, Institute Jacques Monod, Paris and Depart
ment of Anatomy, School of Medicine, Case Western
Reserve University, Cleveland, Chio, U.S.A.

Analysis of c~myc expression has been carried out in
the forelimb regenerate of the albinos froglets Xemo -
pus £aevis. Northern blots analysis has shown c-myc
expression especially in the regenerate when compared
to stump tissues. In 4{fu hybridization confirmed an¢
emphasized at the level of the tissue the results
obtained above. Grain densities were observed in the
wound epidermis while the superficial ones were label
free. Labelling of the mesenchymal cells of the
blastema was evenly distributed. The observations
suggest that transcription of c-myc maintains  the
cells in the cell cycle and is turned off, in the
epidermis of the limb of Xenopus, when cells are
already highly differentiated in keratinocytes and
susceptible to sloughline
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Degradation of Junctional Acetylcholine Receptors.
Salpeter, M.M. and Shyng, S.L. Neurobiology & Beha-
vior, Cornell University, Ithaca, New York.

Studies of the degradation rate of acetylcholine
receptors (AChR) have identified two populations of
junctional AChR at the neuromuscular junction (nm3)
of mouse sternomastoid muscle. The first, (called
original or slow AChR's),are present at the innerva-
ted junction, have a degradation half life (t, ) of
about 8 to 10 days and accelerate after denervation
to a ty of about 3 days. The gecond, (called new or
fast ) are inserted at the nmj after denervation
and have a ty/3 of approximately ! day at all times
after denervation. Reinnervation has a different
effect on the degradation rite of these two classes
of junctional receptors. Reinnervation causes the
accelerated degradation rate of the low AChR already
in the membrane to revert to the t, ., of 8 4, charac-
teristic of the innervated AChR's. ’However reinnerva
tion causes no change in the t, o of the fast (1 4)
AChR's once they are in the po-Glynuptlc membrane.
These results suggest that structural differences,
dependent on the state of innervation at the time of
synthesis, may determine both the inherent degradation
of the junctional AChR's and whether that rate can be
modified by reinnervation after the AChR is in the
plasma membrane. The possible nature of the neural
control will be discussed.




R 216

SIMPOSIOS

SIMPOSIO PAABS. RESPUESTAS MOLECULARES DE LOS
ORGANISMOS FRENTE A ESTIMULOS EXTRACELULARES
En homenaje a Alberto Sols Garcia (Q.E.P.D.)

Sisposio "Respuestas Moleculaves de los or iemos
frenh a estimulos extracelulares”. Coordi t Dr.
A. Veregas, P. Universidad Catélica de thile.

El simposio aoe enfoca sobre el efecto de diversos
estimulos externos, oomo cambhios de osmolaridad,
tesperatura, pH y luz, en la respuesta ti.va
tanto de_organismos procariéticos como eucariéticos y

los -caniws irwolucrados.
Del andlisis de diversos wmodelos biolégicos
descritos en este simposio, se visualli.za ura ca:fna de
igui ujo 2

e
>modulacién de 1a
expresiin génica->r final.

Asi, incorporando en microorganismos genes ya
caracterizados, se amaliza la por'
variaciones. de osmolaridad y talperatura, (expresién
de genes de porinas de §. typhi).

Como modelo de transductor se discuten la
estructura y la equivalencia funcional del compleja
adenilato ciclasa en hongos y protozoos.

En relacién a la naturaleza de la respuesta, se

estudios comparativos frente a ‘“stress™
térmico y de bajo pH, en diversos organismos
lixiviantes, los que sugieren que la respuesta a nivel
proteico es semejante.

La evolucién a preservado también la estructura
tivos de la respuesta

genes

Y similituwd y equivalencia

funcional entre adenilato ciclasas y entre proteinas @
y Ras de diversas especies).

Finalmente, esta serie de eventos que corsolidan
la respuesta frente al estimulo, son mis complejos en
eucan.ote.—'-, ya que involucran interrelaciones
supeditan la expresién génica a otros procesos
(reprogramacién de la expresién génica en el procesa

de aclimatacién de la carpal.
En vesumen, las dx.rearentes sefales que gatillar

las diversas respuestas, utilizan secanismos
transductores semejantes, generan productos similares
para respuestas adaptativas relacionadas y modulan
armbnicamente la expresién génica de varios procesos.
Asi se mantiene una respuesta adaptativa que asegure
la supervivencia del individuo frente a cambios del
medio.

Drasophila;

CONSTRUCCION DE WINIGENES DERIVADOS OEL GEN owpl DE Salsonella typhi Y ESTUDIOS
SOBRE EL CONTROL DE LA EXPRESION EK E. coli. {Lonstruction of sinigenes derived
from the Salaonella typhi ompl gene and studies on expression in E. colil.
Veneqas, A., Alvarez, A., Géwez, I., Martinez, M., Lira, P., Hinrichsen, J.P. y
larer, I,

Unidad de Microbiologia y Senética Molecular. Facultad de Ciencias Bioldgicas.
Pantificia Universidad Catélica de Chile. Casilla 114-D. Santiago. Chile.

Entre las proteinas de la sesbrana externa de las bacterias gram negativas
estdn las llamadas porinas, capaces de formar poros que peraiten el paso de
solutos pequefos. En Salsonella typhi, agente cawsal de la fisbre tifoidea, se
han detectado dos porinas OspC (34 kDa) y OmpF {35 kDa).

El gen de la porina DepC de 5. typhi ha sido clonado y secuenciado
previanente por mosotros, El objetivo de este trabajo es subclonar y expresar
secuencias de esta porina que sean caracteristicas de ella, y que al aismo
tiespo correspondan a zomas expuestas al exterior, es decir, epitopes
especificos de 5. typhi.

Analizande la secuencia del gen ompf de 5. typhi v cospardndola con su simil
de £. coli, se encuentra una homologia de 74X, Sin embargo, a pesar de esta alta
howologia, es posible encontrar dos zonas en la secuencia asinoacidica que o se
encuentran en la porina de £. coli,y que seqin modelos de plegamiento de la
proteina en la sesbrana, serian zonas expuestas, Estas dos 20mas estén
cosprendidas entre los aminodcidos 160-167 y 232-259. Ambas estdn contenidas en
un frageento de restriccidn Pveil y Pstl del gen oapl, que corresponde a la zoma
entre los aminodcides 50 a 238.

Del clon pSTPEV (pldseido con gen ompl de 5. typhi completo, clonadz en el
sitio EcoRV de pBR329), se obtuvo el fragaento Pvull/Pstl, el cual fue clonado
e 2l vector de expresion piNompA. Con este tipe de construccidn se obtiene uma
proteina hibrida que posee en el extreso aming tersinal el péptido sedal de GapA
ilc que hace que ella atraviese 13 barrera de 1z membrana plasadtical, mds 10
amissdcidos correspondientes a la secuencia “linker® usada em la construccién,y
o= ol carbaxilo terminal, 7 aminodcidos extras, Este vector consta adeads, de
des prosotores en tandem, Ipp” y lsc#, la que persite umk alte expresién y a su
wez, requlabie sediante el inductor de jac®, IPTG, El clan obtenido (pSTPM),
exs-esa una proteina de aproximadamente 27kDa que no existe en £. coli y que es
~wcozecids por anticuerpos anti OapC de 5. typhi y al parecer se incorpora en la
wewiraza externa. Otro sinigen obtemido {pSTP2KZ} carece de los ¥ primercs
amwic:dos y de los dltimos 109 del extreso carboxilo terminal. Se presentan
estnt:>x coeparatives  de requlacion  de la expresién por  cssolaridad,
camwtracien de glucosa y tesperatura, con respecto al gen cosplets.

Este +-a8a)= fee financiado por el proyecto FONDECYT 2024/87.

“do utilizando-se como sonda o gene

Coordinador: Alejandro Venegas

RESPUESTA ADAPTATIVA DE LA EXPRESION GENICA DE LAS
BACTERIAS FRENTE AL STRESS TERMICO Y DE pH.
(Adaptative response of bacterial genetic expression
towards thermal and pH stress). Alvarez, S., Toledo,
H., Yarela, P., Chamorro, D., Peirano, I. vy

£.A, Departmento de Bioquimica, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile.

Cuando los organismos se someten a un cambio brusco
de temperatura por un corto tiempo (shock térmico),
responden inhibiendo la sintesis global de 1las
prote{nas, induciendo simultineamente la sintesis de
un grupo de proteinas conocidas como proteinas del
shock térmico o MHSPs. En las faenas de
biolixiviacién de minerales las temperaturas pueden
variar entre 0°C y 50°C o mds. Estudiamos la
respuesta a los cambios de temperatura de las
bacterias mesofflicas Thiobacillus ferrooxidans ¥
Leptospirillum ferrooxidans (de 30°C a 40°C), 1la
cepa termofflica moderada LM2 (de S0"C a 40°C) y la
arquebacteria termofflica Sulfolobus_acidocaldarius
{de 70°C a SS'C) Las bacterias se crecieron en
presencia de Na2l CO3 v los productos radiactivos se
analizaron por electroforesis en geles ‘de
poliacrilamida y fluorograffa.

Todos los microorganismos mostraron una respuesta
tipica al shock térmico. Por otro lado, T.
ferrooxidans no mostré respuesta a un shock ¢rio
(30°C a 10°C)>. Sin embargo, esta bacteria adquiere
termotolerancia frente a un shock letal de 50°C
cuando se la somete a un shock previo a 40°C.

Frente a un cambio de pH (3.5 a 1.5) y en presencia
de etanol (4%), el T. dferrooxidang mostré wuna
respuesta muy similar al shock térmico, induciendo
aparentemente las mismas protefnas. Estos resultados

indican wuna posible interrelaci6n entre estas
respuestas a diferentes tipos de stress.
Financiado por Proyectos FONDECYT 88-0074,

PNUD/UNESCO CHI/ 88-003 y Universidad de Chile.

O GENE DE CHOQUE TERMICO dnaK E REGULADO PELO DESENVOL~
VIMENTO EM Camlobacter crescentus.

(Heat shock gene dnaK is developmentally regulated in
Caulobacter crescemtus. Gomes, S.L. & Shapiro, L. Depar
tamento de Bioguimica, Instituto de Quimica, Universida
de de S¥o Paulo & Department of Developmental Biology,
Stanford University School of Medicine.

O gene de choque térmico dnakK de Caulobacter foi isola~
hsp70 de Dr%ila.

O fragmento Bam HI de 3,5kb clonado foi sequenci e
mostrou conter dois quadros abertos de leitura. O pri-
meiro codifica uma pxotema 66% idéntica a DnaK de E.
coli e 54% idéntica & Hsp70 de Drosophila. A sequéncia
de aminodcidos deduzida do outro quadro aberto de leitu
ra, que ndo termmina dentro do clone, mostrou 59% de
identidade com outra proteina de choque térmico de E.
coli,a proteina DnaJ. Andlise em "Northern blots" do
RNA de células submetidas ou n3o a choque térmico, de—
monstrou a presenca de um transcrito de 4.0kb, indican-
do que dnaK e dnaJ formam um operon. Ensaios de prote-
qso com nuclease S1 e experimentos de actenc;éo de
"primer” indicaram que a transcrigd3o se inicia em dois
pontos diferentes, a 5' do gene dnaK. Um tnico inicio
de transcrigdo foi identificado durante o choque térmi-
co. A temperaturas normais um outro inicio de transcri-
¢do foi determinado que mostrou ser regulado pelo ciclo
celular. Ensaios de protegdo cam S1 assim camo ensaios
com gene dnakK fundido com os genes reporteres de trans-
crigfio neo e lux mostraram que a expressdo do gene dnak
ocorre imediatamente antes da iniciagdo da replicagdo
do DNA em Caulobacter.
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EL SISTEMA ADENILATO CICLASA Y LA TRANSDUCCION DE SERALES EN EUCARIO-
TES INFERIORES Y PLANTAS (Adenylate cyclase system and the signal
transduction in lower eucaryotic and plants) M.M.Flawid;J.Mischietti;
H.Martinetto;D.Altschuler y H.N.Torres) Instituto de Investigaciones
en Ingénierfa Genética y Biologfa Molecular, Facultad de Ciencias E-
xactas-Universidad de Buenos Aires, Argentina.

La regulacién hormonal del sistema Adenilato ciclasa (AC) es el re
sultado de la interaccin de tres entidades oroteicas: Receptor hormo
nal(R); protefnas regulatorias que unen GTP(Gs,Gi) y subunidad catall
tica(C). F.l hongo ascomicete Neurospura crassa posee solamente el con’

C que puede interaccionar,en reconstituciones rvterﬁlOgaS.m
el comonente Gs y el receptor.para el glucagtn o 3 adrenfrgico. La
enzima, en presencia de ATP- cam sustrato, es estimulada por hor
monas, GIP, toxina del oflera, etc. Se clonaron y secuenciaron genes
del tipo ras en Neurospora,cuyo papel regulatorio estd afn en estudio.

La AC de Tryposom cnuzi es similar,en cuanto a su comportamien-
to bioquimico, a 1a de Neurospora pero se encuentra asociada a una pro
tefna del tipo Gs de PM 52000, que se ADP ribosila en presencia de to
xinas bacterianas.

El canponente € de arbos organismos puede interaccionar con el sis-
tema rodopsina-transducina de mambranas de retina bovina donde la luz,
actuando camo hormona, permite la produccion de AP ciclico en los
sistamas fusionados. La mayor actividad enzimitica corresponde a la
longitud de onda de 1a rodopsina fotolizada.

Otro sistema importante de transduccitn de sefiales ambientales es
el relacionado a fotosefiales y sus respectivos sensores: los fitocro-
mos. Relacionado a este segundo tipo de mecanismo se caracterizé una
protefna que une GIP en M. sativa. Por el gréfico de Scatchard se de-
terminG un Kd de 8m. Esta interaccifn se correlaciona con variacio-
nes en los niveles de fitocramos (luz roja 660mm, roja lejana 730mm,
oscuridad, etc.). A partir de un extracto de mambranas se purific
parcialmente 1a proteina a través de DEAE celulosa y Ultrogel ACAM.
La fraccién que une GIP coincide con un PM de 48000. En presencia de
NAD, las toxinas de V. cholerae y B. pertussis, inhiben la wnifn es-
pecifica del GIP, indicando un bloqueo en el sitio de unitn o de di-
sociacién, producido por 1a ADP ribosilacion, similar a lo que ocu-
rre oon las protefnas Gi en eucariotes superiores.
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ASPECTOS MOLECULARES DE LA RESPUBSTA COMPENSATORIA EN
LA CARPA FRENTE A VARIACIONES DE TEMPRRATURA.
(Nolecular aspects of the compensatory response to
temzatuxe changes in the caxp).

B.. Concha, M., Hﬂnﬂnnm Incstroza, J..

Leén, 6., E., Yera, b4
Instituto de Bioquimica, !acultad de

tniversidad Austral de Chile.

Ciencias,

Los organismos ectotermos son capaces de mantener sus
funciones esenciales cuando son sometidos a variaciones
térmicas estacionales. Muestro grupe ha postulado que
un mecanismo fundamental en 1la estrategia de 1la
respuesta comspensatoria lo constltuye la reprogramacién
de la expresién génica.

Bstudios ultraestructurales del higado de la carpa han
revelado profundos cambios a nivel citoplasmitico y
nuclear asociados al proceso de aclimatacién.
Consistente con estas observaciones, se ha encontrado
que en carpas adaptadas a invierno, la sintesis de RNA
estd reprimida y la de proteinas totales disminuida
esencialmente por efecto de 1la temperatura. S§in
embargo, el patrén de proteinas sintetizado por el
hepatocito, es diferente en ambas estaciones. La
sintesis de apolipoproteina A-I, utilizada comeo
marcador de expresién  durante aclimatacién, se
encuentra aumentada en carpas adaptadas a invierno con
respecto a lo esperado por efecto del Qio. 8e ha
construido una biblioteca de cDNA de higado de carpa en
lambda-gtll para aislar una sonda gue permita estudiar
la transcripcién de apo A-I.

Paralelamente hemos investigado 1la induccién de
vitelogenina por B-estradiol en carpas machos durante
aclimatacién. Los resultados demuestran que existe una
respuesta diferencial a la hormona que depende de la
temperatura de aclimatacién del pez.
Proyectos FONDECYT 0933/88, DIC-UACH
programa de graduados OEA.

8-86-29 'y

SIMPOSIO TRANSPORTE DE IONES Y SU REGULACION
EN ENFERMEDADES HUMANAS

Coordinadores: M. Isabel Behrens, Cecilia Vergara, Daniel Wolff

SIMFOSIO

TRANSFORTE DE IONES Y SU REGULACION EN ENFERMEDADES
HUMANAS

Introduccidn.

En este simposio tendremos una visidn actual de los
mecanismos involucrados en cinco patologias heredita-
rias importantes, tanto por la incidencia que tienen
en la poblacién general (diabetes, hipertensién), como
por los efectos dramiAticos que producen en los indivi-
duos afectados (distrofias musculares, hipertermia me-
ligna, fibroeis quistica).

'El comin denominador de estas patologias parece ser
un defecto en una poblacifn de merbrana que, en los
casos -en que su funcién ha sido identificada, es ademis
un sistema de transporte de iones (canal o transportrs--
dox).-

El Dr. Eric Hoffman nos presentaré el elegante tra-
bajo del grupo del Children's Hospital de Boston que
1levd a la identificacién del gen defectuoeo en la dis
trofia muscular de tipo Duchenne/Becker y de su pro-
ducto, la distrofina, una proteina cuya secuencia se
conoce pero cuya funcidn es todavia una inoSgnita.
Los trabajos presentadoe por los Drs. Jaimovich y
cols., Lépez, Wolff y Stutzin, Canessa y Atwater y
cols. se centran en la fisiologia celular en sistamas
modelos y, al menos en loe 4 Gltimos, en la identifi-
cacién de el canal o transportador deficitario o alte-
rado.

Todos estos trabajos son una muestra de la impor-
tancia del uso de diversas técnicas de biologia oce-
lular, electrofisiologia, biofisica de transporte, ge-
nética y biologia molecular en 1o que constituye una
verdadera explosién en el conocimiento de los mecanis-
mos moleculares de las patologias hereditarias huenss.

CANALES DE CLORURO EN EPITELIOS SECRETORES: ALTERACIONES
EN LA FIBROSIS QUISTICA. (Chloride channels in secreto-
ry epithelia: alterations in cystic fibrosis).

Wolff, D. y Stutzin, A. Departamento de Biologia,
Facultad de Ciencias y Departamento de Medicina Experi-
mental, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

En las células de los epitelios secretores, la sa-
lida de Cl- se hace a través de canales anidnicos que
Presentan estimulacién B adrenérgica y estdn ubicados
en la membrana apical. En la fibrosis quistica (fQ)
se observa una impermeabilidad de la membrana al Cl-,
que se ha atribuldo a una falla en la activacidén B adre-
nérgica de los canales de Cl-. En estudios de flujos de
salida de 36 Cl en células de polipos nasales en cultivo
de sujetos normales y con FQ hemos encontrado que el
dibutiril cAMP y la toxina del célera estimulan el flujo
conductivo en las primeras pero no en las segundas.
Usando la ‘técnica de patch clamp, Frizzell y cols. y
Welsh y cols., han encontrado canales de Cl- en epitelio
traqueal de perro que se activan por agonistas B adre-
nérgicos y por el potencial. Canales semejantes también
se encuentran en epitelios secretores humanos y se acti-
van en células de sujetos normales pero no en pacientes
con FQ. Al registrar la actividad de canales en pedazos
aislados de membranas celulares de epitelio traqueal,
los canales de Cl- de paciente con FQ no se activan al
agregar directamente protelna kinasa A, lo que se ha
atribuldo a una falla en un sitio de regulacién de la pro
telna-canal. Sin embargo, experimentos preliminares reali
zados en nuestro laboratorio usando la técnica de patch
clamp en células en cultivo de pAncreas de paciente con
FQ muestran que hay actividad de canales de Cl-, lo que
podria indicar que en estas células epiteliales se expre-
sa una variedad de canales de Cl- con diferentes vias de
regulacién.

Financiado por los proyectos FONDECYT 0448-88 y Cystic
Fibrosis Foundation I078 9-01.
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REGUIACTON DEL CONTRATRANSFORTE DE Nat/H' EN IA
esgential
Department of Medicine, Harvard Medical

Ten years ago, we initiated studies of the
genetic variation of Nat

growth factors such as BGF and PDFGF which mobilize
Car+

.In}nmmdcausamlymnqtesof
hypertensive patients, the antiporter exhibit
elevated and reduced Hill coefficient for

DUCHENNE vs. BECKER MUSCULAR DYSTROPHY:
DEFICIENCIES vs. ABNORMALITIES OF A PERIPHERAL
MEMBRANE CYTOSKELETAL PROTEIN. Erj

Alan H. Beggs and Louis M., Kunkel, Division of Genetics,
Children's Hospital, Pediatrics, Harvard Medical School, Boston,
MA USA.

The lethal and h Duch lar dystrophy is
d by the ab of ‘dystrophin’, a p of the
membrane cytoskeleton in muscle cells of all vertebrates. The
milder Becker muscular dystrophy is caused by internal deletions
of amino acid sequence of the dystrophin protein. Using powerful
lecul i hni and the international medical

T,

8 q
network, we have identified a large ber of B
dystrophy patients, and have defined the precise amino acid
sequences which are missing from the 3,600 amino acid
dystrophin. By correlating biochemical data, genetic data, and
rlinical data for these patients, a structure/ function map of the
ystrophin protein is beginning to be bled. Such analy
give a great deal of insight into the normal function of dystrophin
on the plasma membrane, and also shed light on the consequences
of its absence (Duchennc) or abnormalities (Becker) in human
disease.

Other recent work in Duchenne/ Becker dystrophy has focused on
the identification of true animal models for the discase.
Dystrophin-deficient mice, cats and dogs have all been identified,
and all have striking similarities and dissimilarities. The study of
these animals is telling us a great deal about the reasons for the
progression of human Duchenne dystrophy. Finally, much
progress has been made concerning improved diagnosis of these
disorders in humans. Both prenatal and post-natal diagnoses can
now often be made with 100% accuracy, even before the onset of
clinical symptoms.

In lusion, human molecular genetics was responsible for the
identification of dystrophin, and will probably continue to play an
important role in the determination of dystrophin function.

in the antiporter gene as dafined by RFIP analysis.

MUSCULO ESQUELETICO HUMANO EN CULTIVO. UNA APROXTMACION EFECTO DEL HALOTANO Y DEL DANTROLENO SOBRE LA LIBERA-
AL ESTUDIO DE DISTROFIAS MUSCULARES. (Human skeletal CION DE CALCIO EN FRAGMENTOS DE RETICULO SARCOPLASMICO
muscle in culture. An approach to the study of muscular DE PORCINOS SUSCEPTIBLES A HIPERTERMIA, , MAL IGNA.
dystrophy). Jaimovich, E., Liberona, J.L., Tascén, S., (Effects of halothane and dantrolene on Ca release
Hidalgo, J., Cifuentes, F., Carrasco, M.A., S#nchez, X., from sarcoplasmic reticulum fraction in susceptible
y Caviedes, R. Departamento de Fisiologia y Biofisica, swine to malignant hyperthermia). Lopez, J. R. y
Facultad de Medicina, Universidad de Chile. Sénchez, V. Centro de Biofisica y Bioquimica,
Caracas, Venezuela. )

Las distrofias musculares constituyen un grupo La hipertermia maligna (HM) es un sindrome farmaco-
heterogéneo de enfermedades hereditarias que se genético del miisculo esquelético, que se observa en
caracterizan por una debilidad muscular progresiva, humanos o porcinos susceptibles cuando estos son ex-
producto de defectos bioquimicos intrinsecos del tejido puestos a agentes anestésicos voldtiles tipo halotano
muscular. La mas comGn de estas enfermedades es la y/o relajantes musculares despolarizantes tipo succi-
distrofia tipo Duchenne, en donde el gen defectuoso ha nilcolina. Hemos estudiado el efecto del halotano y
sido identificado y su producto, la distrofina, es una del dantroleno sobre el proceso de liberacibn de cal-
proteina de membrana cuya funci6n se desconoce (Hoffman cio por parte del retfculo sarcopldsmico (RS).

y cols. Cell 51, 919, 1987). Este defecto puede estar La fraccifn cruda de RS fue preparada segin m&todo
relacionado con los procesos de excitacién y contraccion descrito previamente (Sdnchez et al., Muscle Nerve en

muscular. prensa), de misculos provenientes de porcinos contro-
Nuestra aproximacién al problema consiste en les (PC) e hipert&rmicos (PH). Los experimentos fue-
generar lineas celulares humanas en cultivos permanentes ron realizados a 26°C, usando Arsenazo III como indi-

a partir de biopsias quirdrgicas de misculo esquelético cador de calcio.
i normal y de pacientes con distrofia muscular Duchenne. En_la presencia de 400 wM de halotano 1a liberacidn
Las células fueron transformadas por incubacién de calcio siempre fue superior en las vesiculas de PH
con medios condicionados de células tiroideas y se que en aquellas obtenidas de PC independientemente de
establecieron numerosos clonos que crecen en forma la precarga de calcio. Cuando la concentracibn de
indefinida. AdemAs de los marcadores habituales de halotano se incrementd de O hasta 170 uM, el valor
misculo esquelético como miosina y creatinfosfokinasa, umbral del fendmeno de liberacidén de calcio inducida
hemos estudiado si impor en los pr de por halotano en las vesiculas de RS de PH fue menor
excitacién y contraccién muscular, que incluyen que el valor observado en los PC. La presencia de
receptores a dihidropiridinas y alfa bingarotoxina, 30 M de dantroleno produjo una inhibicién total del
canales i6nicos sensibles a acetilcolina y el metabolismo fenomeno de la liberacidn de calcio inducida por
de fosfatidil inositoles e inositoles fosfato. Los halotano. Estos resultados demuestran que en las
estudios preliminares apuntan a las variaciones en estos fibras musculares HM existen alteraciones importantes
i pardmetros con la diferenciacién celular y con a nivel del RS en relacidén al proceso de liberacibn de
§ condiciones de potencial de membrana que simulan calcio. Ademds se demuestra el efecto del dantroleno,
estimilos fisiolégicos para el misculo lo cual podrfa explicar su eficacia en el manejo
: Financiado por NIH GM35981 MDA, FONDECYT 896 Y preventivo y curativo de las crisis de HM. (Proyecto
; 1340 y DFT 2123. ! ) financiado por MDA y CONICIT de Venezuela $1-1277).
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LA SECRECION DE INSULINA SENSIBLE A GLUCOSA
EN ISLOTES DE LANGERHANS DE RATON ES
INDEPENDIENTE DEL POTENCIAL DE MEMBRANA.
(Glucose sensitive insulin secretion is
independent of membrane potential in mouse
islets of Langerhans). Atwater, I.,

A. y Carroll, P,B., LCBG, NIDDK, NIH, USA.

Generalmente se acepta que el metabglismo de
la glucosa blogquea los canales de K, lo
cual gspolariza la membrana, activa canales
de Ca dependientes del voltage y
desencadena la liberacidn de insulina.
Intentamos estudiar la secrecich de insulina
sensible a glucosa en la condicion de un
potencial de membrana (Vm) depolarizante y
constangg (25 mM KCl) y compararla con la
situacion en la que la glucosa depolariza (5
mM KCl). El1 estudio fue realizado en islotes
disecados y periperfudidos. En la fase aguda,
fueron expuestos por 10 minutos a cambios
escalonados de la glucosa desde 5.6 a 33 nmM.
La liberacidn secundaria se estudid
exponiendo los islotes a glucosa 27 mM

una hora. RESULTADOS: 25 mM KCl aument
significativamente la secrecich basal (con
respecto a 5 mM): 220+21 vs 326+21 pg/min/é
islotes (p<0.05). La fase aguda de secrecidh
fue normal. La fase secundaria tambieh fue
sensible a glucosa. Ademds, al fijar Vm
bloqueando los canales de K  sensibles a

ATP con glyburida o tolbutamida, nuevamente
se obtuvo secrecich glucosa-dependiente.
CONCLUSIONES: El1 effecto depolarizante de la
glucosa en la membrana no regula la secrecich
de insulina glucosa- dependiente. Los datos
son cggpatibles con la activacidh de canales
de Ca“" por la glucosa via un mecanismo
independiente del voltage.
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SIMPOSIO METODOS MOLECULARES Y CLADISTICOS
EN LA BIOGEOGRAFIA Y SISTEMATICA

SIMBIOSIS Y DIFERENCIACION EN LA CELULA EUCARIONTE.
(Symbiosis and differentiation in the eucaryotic
cell). Medina, C. Departamento de Biologfa, Facultad
de Ciencias, Universidad de Chile.

Se postula que la diferenciacién celular en euca-
riontes es una posibilidad creada por la historia
evolutiva que originé a los eucariontes unicelulares.
Esta historia consistié en una serie de asociaciones
entre distintos procariontes, los que se fueron cons—
tituyendo en simbiontes de un mosaico evolutivo. lLa
diferenciacién celular serfa una segregacién de la
expresién de las diversas herencias que dieron origen
al protista ancestral.

Para fundamentar esta interpretacién, se realiza-
ron comparaciones ortélogas entre estructuras prima-
rias de proteinas pro y eucariontes, construyéndose
cladogramas en los cuales la posicién de ambos grupos
¥ la distancia relativa que los separa indican el
linaje de origen de los componentes eucariontes.
Establecido este origen, se observa que las proteinas
eucariontes de filiacién comGn con frecuencia mues-
tran relacién en sus patrones de expresién, en concor-
dancia con la hipétesis propuesta.

Coordinadora: Mary Kalin

PARALELISNO POR HETEROCRONIA EN LA SISTEMATICA DE LOS'
CRICETIDOS SUDAMERICANOS <(Parallelisa through
heterochrony In the systematics of South American
cricetids). torno, A. Departamento Blologfa Celular
y Genética, ; la—gﬁ'rclna. U. de Chile.

La concordancia entre dos “arquetipos morfoldglicoe®
(simple y complejo), su distribucidn (Norte y Sur) y el
intercamblo faunistico pliocénico ha sido la base para
la separacion de los cricétidos del Huevo Mundo en las
subtamilias Neotominae y Sigmodontinae. La ocurrencia
de excepclones sudamericanas (Nyctomys, Abrothrix y
Punomys) sugiere due la -or!o;oa[a, por ser
'—ﬂ%lca. no slespre es un buen estimador de los
componentes cladisticos y temporales de la filogenia,
en contraste con 10s métodos moleculares.

Los anélisis de clcctroforcsls de proto[naa (30 tocl)
en 19 especies permitid doflnlr a los taxa
sudamericanos por tres alelos Unicgs, separados de los
aocteamericanos por 1.1 D Nel ( .61 eon'dltou de
hibridizacién de DNA), sugiriendo tliempos mlocenicos y
clados compatibles con el registro féeil. La red Prim
de similitudes de Gower coloco a Andinomys en la base
de la radiacion akodontina-filotina.

E] anidlisis extn—wupo Calgoritmo de Naddison et al )
de componentes morfoldgicos claves mostro que el biculo
tridigitado (complejo) es ancestral, y que evoluciond
paralelamente (método de Ridley) en las especies
oxcepcionales, asoclindose a modificaciomes del tamalic
corporal y de las glandulas accesorias. Kl amtlisis
ontogenético de tales caracteres mostrd algunas
especies de béculo simple con estadios tridiglitados que
Involucionan. El estudio de varias trayectorlas
ontogenéticas muestra frecuentes cambios en 1o tlempos
de iniclio de! crecimiento y diferenclacion de varlos
o6rganocs, asoclados con efectos fenotiplcos notables.
Tales heterocronias pueden ser adaptaciones de la
ontogenla a particulares condiciones ecolégicas.

Proy. DTI 2689/8623,U.de Chlle y FONDECYT 88-1013.
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LGOS CROMOSOMAS APORTAN AUN A LA
SISTEMATICA. Martinez, A, Centro de
Estudios Farmacolégicos y de Principios
Naturales (CEFAPRIN), Buenos Aires,
Argentina.

Se discuten técnicas modernas que se usan
actualegnte en citotaxonomia. A partir de
la dJdécada del 70, se produce un cambio
significativo eon el estudio de los
cromosomas con fines sisteméticos. Mientras
que sn la década del 50 se hicieron aportes
importantes interpretativos debido a 1la
gran contribucion del Neodarwinismo, en
especial la definicidén y descripcion del
Sistema Geneético, en la década del 70 el
avance se produce en el campo de las
técnicas. Dentro de las técnicas no
moleculares podemos enumerars:s 1.— Medicion
del contenido de ADN nuclear in situ. 2.-
Estudio de 1la distribucién y cantidad de
heterocromatina constitutiva mediante
varias técnicas de bandeo. 3.~ Localizacion
de los organizadores nucleoclares Yy
nucleclos activos por medio de técnicas de
impregnacion con plata. 4.~ Identificacion
de componentes de ADN satélite vy su
relacion con bandas de heterocromatina por
hibridacién in situ. 35.- Empleoc de métodos
nimericos en el andlisis de los cariotipos.
Estas técnicas no solo han contribuido a la
diferenciacion més precisa de especies como
es el caso de las mediciones de contenido
ADN, sino también las técnicas de bandeo
han sido muy utiles para la definicion de
variedades o© razas geogrificas desde un
punto de vista infragen#rico. El estudio de
su origen y naturaleza de su variacion
ha sido de gran relevancia.

ESTUDIOS MOLECULARES Y CLADISTICOS EN PLANTAS CHILENAS
(Molecular and cladistic studies in Chilean plants).
Steussy, T. and Crawford, D. Department of Botany,
Ohio State University, Columbus, Ohio, U.S.A.

Andlisis cladisticos de datos sistemiticos han sido
aplicados, durante mds de una década, para construir
hipbtesis filogenéticas en diferentes grupos de plan -
tas. Los caracteres morfoldgicos han sido los mds fre
cuentemente usados en este tipo de estudio. Durante
los Gltimos cinco afios, datos moleculares se han apli-
cado frecuentemente para inferir relaciones evolutivas
entre plantas. Parte de estos datos se han usado en
grupos que habian sido previamente analizados cladisti
camente. Presentamos brevemente la teorfia y métodos
de la cladistica, las categorias moleculares usadas
frecuentemente (principalmente alozimas y sitios de
restriccién de ADN cloroplastidial), y aplicaciones de
estos datos a varios grupos de plantas presentes en
el archipiélago Juan Ferndndez. Se dara énfasis en el
género endémico Dendroseris (Asteraceae) y en las espe
cies endémicas de Wahfenbergia (Campanulaceae).

EL FINAL DEL ARCO IRIS: LA BUSQUEDA DE LOS METODOS
OPTIMOS EN LA SISTEMATICA ¥ LA BIOGEOGRAFIA
(Rainbow's end: the quest for optimal methods in
Systematics and Biogeography) . Crisci, J. V.
Laboratorio de SistemStica y Biologfa Evolutiva.
Museo de La Plata. La Piata. Argentina.

La SistemStica se halla en la actualidad en una
fecunda ebullicién de ideas. Existe una febri!
bGsqueda, no exenta de apasionada controversia,
del método 6primo. Desde los distintos enfoques
(Ctadismo, Feneticismo y Evolucionismo) se ha
tratado de demostrar la validez del método propio
y la deficiencia del ajeno. Sin embargo, la reciente
utilizacién de caracteres taxonbmicos producto
de la tecnologfa del ADN recombinante, coloca a
esta controversia bajo una nueva perspectiva: la
naturaleza del carScter taxonbmico wutilizado
condiciona el método de anSlisis. En el contexto
del Cladismo se han propuesto modificaciones a
las  técnlcas conocidas a fin de adecuarse
especificamente a estos nuevos caracteres
moleculares.

Por otra parte, y en estrecha relacién con el
devenir de la Sistemética, la  Biogeograffa
Histérica, tambien se plantea la bGsqueda de su
método &ptimo. La Blogeograffa de la Vicariancia
es, con “sus diversas vertientes (anlisis de
componentes, simplicidad cuantitativa,
compatibilidad de componentes), -una fuente de
controversia y al mismo tiempo de orientacién en
esa blGsqueda.
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SIMPOSIO TAMANO CORPORAL Y ECOLOGIA:
IMPLICACIONES Y PERSPECTIVAS

TAMARO CORPORAL: UN NUEVO MARCO DE REFERENCIA PARA
ESTUDIOS DE DIVERSIDAD BIOLOGICA. (Body size: a new
framework for studies of biological diversity). Medel,
R.G. Departamento de Ciencias Ecolégicas, Facultad de
Ciencias, Universidad de Chile.

Durante los dltimos afos se ha originado una linea de
investigacién centrada en la basqueda de relaciones
entre el tamafo corporal de las especies con sus
atributos de abundancia y distribucién. S8i bien es
cierto que histéricamente el tamaio corporal ha formado
parte de algunas teéricas ecolégicas {e.g.,
competencia, depredaci én) Yy de problesdticas
fisiolégicas; sélo recientemente se ha reconoctdo su
caricter de elesento comtn a estas disciplinas. En
consecuencia, se ha comenzado a definir un nuevo marco
de referencia que integra sediante una aisma moneda de
intercambio (el tamaf%o corporal) a fendmenos tratados
en forma independiente tanto por especialistas del
4mbito ecolégico (e.q., diversidad) como fisiolégico
(e.g., tasas petabdlicas). En el contexto de esta
aproximacién, es posible distinguir: i) Estudios que
exploran las relaciones entre los atributas mencionados
sobre diferentes escalas espaciales (local, regional,
continental) y ii) Estudios que exploran relaciones
entre atributos sobre diferentes escalas teeporales
(ecolbégica y evolutiva). En este simposio se expondran
tanto trabajos que nutren esta nueva aproximacién asi
como los que reflejan esta nueva forma de abordar los
problemas ecolédgicos. ’

LA RELACION ENTRE EL TAMARO CORPORAL Y LA DENSIDAD
POBLACIONAL EN COMUNIDADES DEL INTERMAREAL ROCOSO: UNA
APROXIMACION ECOLOGICA. (Scaling population density to
body size in rocky intertidal communities: An ecol-
ogical approach). Marquet, P.A. & Navarrete, S.A.
Departamento de Ecologia, Facultad de Ciencias Bioldgi
cas, P. Universidad Catdlica de Chile.

La relacidén existente entre el tamafioc del cuerpo
de los organismos y su densidad poblacional ha sido in-
vestigada primariamente en ambientes terrestresy con un
fuerte sesgo taxondmico. Se ha sugerido que su forma
especifica depende de la intensidad de procesos ecoldgi
cos como son depredacidn y competencia. BEn este traba-
jo documentamos esta relacién para sistemas intermarea-
les, considerando comunidades locales e incluyendo
organismos filogenéticamente disimiles. Adicionalmente,
a través de dos experimentos de larga duracién, de tipo
presién, se evalia el efecto que drdsticos cambios en
la estructura y trama de interacciones ecoldgicas ejer-
cen sobre el "scaling” tamafio corporal-densidad pob a
cional. Nuestros resultados muestran que a) La densi-
dad poblacional disminuye con el tamafio corporal con
una pendiente igual a -1.0; b) La relacién de scaling
no es afectada por alteraciones dramAticas en la red de
interacciones ecoldégicas. Esto permite concluir que a)
las explicaciones para esta relacidn, que se basan en
el uso diferencial per capita de la energia que reali-
zan organismos de distinto tamafio corporal no es total-
mente satisfactoria; b) la relacién tamafic corporal-
densidad poblacional es independiente de los cambios en
los procesos ecoldégicos que actualmente operan en el
seno de comunidades locales.

Financiamiento: FONDECYT F-1100, 0432/88, 0585/89.

Coordinadores: Rodrigo Médel , Fabian Jaksié¢

TAMARO CORPORAL, UBD DE ENERGIA Y LA REGLA DE
BERGMANN: UNA NUEVA EVALUACION. (Body size,
Energy Use and the Bergmann’s Rule: A
New Appraisal). Bozinovic, E, Depto. Cs.

Ecoldgicas, Fac. Ciencias, Universidad do
th le. :

Uno de los --%u-r:m pioneros mis
estimulantes para el estudio de las
consecuencias fisioldgicas y eco—-geogréficas

del tamafo corporal fue la regla de Besrgmann.
Esta regla postula que: "razas de vertebrados
de sangre caliente de climas frios tiendsn a
ser més grandes que razas de climas célidos”.
Independientessnte de las evidencias a favor
y en contra de ssta regla, es claro ques un
aumento en tama®o provoca bajas tasas
metabélicas peso-especificas. 8in embargo,
cuando se considera el individuo completo
ellas son mayores. Es decir, un gran tama®o
requiere un mayor volumen de alimento, 1lo
cual implica que la tasa de gasto de energia
ecoldégicamente relevante es la tasa total.
Luego, dado que el tamado corporal
determina la magnitud con que los organismos
interactian con su ambiente, y dado que un
sndotermo pesquefc poses bajos gastos Y
requerimientos totales de energia on
comparacién a uno grande, propongc que,
contrariamente a los postulados de la regla
de Bergmsann, es tedricamente esperable que
entre razas geogréficas de endotermos, un
tamafo pequeioc se encuentre en ventaja
respecto del uso de energia en un ambiente
frio y poco productivo. Usando aspectos
acofisioldgicos des uso de energia pretendo
evaluar esta proposicién en razas geogréficas
de roedores.
Parcialmanta financiado por FONDECYT 0813.

TAMARD CORPORAL DEL  HOSPEDADOR Y  PATRONES DE
DISTRIBUCION DEL. TAMARNO CORPORAL. DE SUS PARASITOS EN
TRES NIVELES COMUNITARIDS JERARBUICOS. (Host body
size and patterns of body size distribution of
parasites in three hierarchical - community levels).
George-Nascimento, M. & J. L. Iriarte. Departamento
de Biologia Marina. Area BIOTECMAR, P. Universidad

.Catélica de Chile.

Se indaga acerca de la importancia que  tendria el
tamako corporal de la especie de hospedador (en
samiferos, peces de agua dulce y marinos) sobre las
variaciones en la riqueza de especies de helaintos
endopardsitos que los habitan. Se considera adeads,
las variaciones ontogenéticas del tamafo corporal del
hospedador sobre la riqueza de especies ecto y
endoparasitarias encontradas en 10 especies de peces
sarinos colectados en Chile. Se discute la
importancia que sobre lo expuesto, tendria el hecho de
sar un animal ectotermo y endoterso.

Desde los pardsitos se explora, describe y analiza
estadisticamente, los patrones de distribucién de la
biomasa parasitaria de 90 taxa a nivel
infracomunitario (en el individuo hospedador), a nivel
de comunidad componente (poblacién, especie) y a nivel
de comunidad compuesta tréficas de
hospedadores) .

Financiado por proyecto FONDECYT 0224/88.
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TAMARD CORPORAL DE PREDADORES COMD PREDICTOR DE
RELACIONES TROFICAS. (Predator body size as predictor of
trophic relationships). Jaksic, F. Departamento de
Ecologia, Universidad Catélica de Chile.

Las diferencias de tama%o corporal entre consumidores
(predadores) simpdtridos han sido usadas como evidencia
de la existencia de competencia. Se han propuesto
“reglas’ que predicen cuil es &l cuociente de tamaio que
debiera darse entre predadores para permitir su
cosxistencia. El proceso subyacente al fendmeno se
supone es el de similitud limite en el uso de recursos
(presas)., €l mecanismo causal que se iavoca es que
distintos tamafos corporales imponen el usoc de presas

que también difieren en tamafo; en concreto, que
predadores mds grandes consumen presas mis grandes que
predadores pequefos. Es decir, diferentes tamaRos

corporales indicarian una conducta de seleccién de
presas (en contraste a uso indiscriminado). En este
caso, el tamaRo corporal del predador se supone que
determina cudl debiera ser el tamaXo 6ptimo de presa
consumida, dependiendo de si el predador optimiza el
tiempo de caza o la calidad de la presa. En
consecusncia, se ha postulado qua el tama%o corporal de
predadores es un buen predictor dw: (1) €1 cumplimiento
da las relaciones de similitud limite en el uso de
recursos; (2) indirectamente, de la invasibilidad de
ensambles; (3) el tamafo de presa seleccionado; (4)
indiractamente, el tamafo promedio de presa consumidas
(3) la amplitud de nicho tréfico. Yo pongo a prueba el
valor predictivo del tama%o corporal en las cinco
acepciones esncionadas, usando como organissmos msodelos a
las aves rapaces diurnas y nocturnas. Mis datos
proviensn de una gran variedad de localidades que
representan distintas regiones biogeogréficas Y
situaciones de habitat.

| ——

SIMPOSIO NEUROPEPTIDOS Y RESPUESTA INMUNE

HEADACHE, NEUROPEPTIDES AND THE IMMUNE RESPONSE.
Mosnaim, A.D., Wolf, M. and Puente, J. Dept. of Pharma-
cology and Moiecular Biology, U.Fl.g. The Chicago Medi-
cal School and Department of Psychiatry, Loyola Univer-
sity Stritch School of Medicine and North Chicago V.A.
Medical Center, Ni Chicago, I1. U.S.A.

A nunber of physical and psychological events, perceiv-
ed by individuals as stessful can modify the immmolo-
gical response. Some of these stimuli also produce
changes in the processing and/or disposition of endoge
nous neuropeptides, especially those with opioid-like
activity. This apparent relationship between changes in
the immme system and variations in peptide availabili-
ty has led some investigators to suggest a role for
these substances in the modulation of the immme
response. The observed significant and persistent in-
creases in circulating methionine-enkephalin associated
with the occurrence of the acute phase of a migraine
attack and the dramatic and rapid changes in plasma
peptide levels accompanying the different phases of a
cluster headache provides with a model to test this
hypothesis. Studies of blood samples from these
patients and sex-matched, age-comparable drug-free
controls shows an important number of individuals with
NK cell activity significantly higher than the corre-
sponding controls average. In order to elucidate MET
mechanisms of action we are conducting in vitro cell-
mediated cytotoxicity experiments using mouse spleen
cells and YAC-I mouse lymphoma target cells. Preincu-
bation (4hr) of single cell mouse spleen susyi)ensions
with different MET concentrations (range 10-11 to 10-3
M), prior to the addition of target cells results in
modulation of NK activity, which appears to be
dependent on peptide concentration. The effect of a
mmber of other peptides with biological activity will
also be discussed. Supported, in part by The National
Headache Foundation.

Coordinador: Javier Puente

BRAIN, BEHAVIOR AND THE IMMUNE SYSTEM.

Wolf, M.E. and Mosnaim, A.D. Department of Psychiatry,

Loyola University Stritch School of Medicine and North

Chicago Veterans Administration Medical Center, and De-

‘partment of Fharmacology and Molecular Biology, Univer-

sity of Health Sciences/ The Chicago Medical School,
North Chicago, Illinois 60064, U.S.A.

Psychoneuroimmmology is a rapidly developing field
which addresses the bidirectional interactions between
the central nervous system and the immune system. An
increasing body of research suggests that endogenous
opioid-like peptides play a critical role in the media-
tion of these interactions. At the biochemical level
it has been shown that these neuropeptides bring about
the suppresive effect of stress on natural killer cell
Cytotoxicity and that stress related peptides and neuro
hormones modulate the macrophage tumoricidal activity.
At the clinical level it has been shown that emotional
"hardiness'’, a constellation of personality traits and
coping mechanisms linked with health status, correla-
tes with B-endorphin aiid IL-2 stimulation of NK cell
activity. It is also well documented that emotional
distress alters the incidence, severity, and course of
illnesses which are immunologically resisted such as
cancer, or associated with aberrant immmological func-
tion i.e., AIDS. Recent studies indicate that the
length of survival in AIDS patients is correlated with
psychological factors. The integration of genetic,
endocrine, immunological and psychological research may
provide a better understanding of the relationships
between the brain, behavior and the immune system,
operating in health as well as in various pathological
conditions.
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PEPTIDOS CPIOIDES Y ACTIVIDAD CITOLITICA NK. (Opioid
peptides and cytolytic NK activity). Javier Puente
Piccardo. Departamento de Bioquimica y Biologia Molecu

lar. Facultad de Ciencias Ouimicas y Farmacéuticas.
Universidad de Chile.

La interrelaci6n entre el sistema inmune y el sistema
nervioso se basa en la directa inervaci6n del parenqui-
ma de tejidos tales como timo, bazo, ganglios linfati-
cos, médula Gsea y otros tejidos linfoides. Ademis la
presencia en las cé€lulas inmumo competentes de recepto-
res para diversas hormonas y neurotransmisores, como
tarbién la propiedad de éstas células de producir milti
ples sefiales, en muchos casos compartidas con el siste-
ma neuroendocrino, han establecido claramente una vasta
inter-comunicacién que ha permitido avanzar en el enten
dimiento de diversas situaciones fisiol6gicas y patols-
gicas.

Esta comunicacién bidireccional ha sido estudiada a
muxchos niveles y, en el presente caso, nuestro interés
se ha centrado en la actividad citolitica mediada por
c€lulas NK y su modulacién por péptidos opioides.

Hemos estudiado la regulacidn ejercida sobre esta ac-
tividad por los péptidos, metionina-encefalina, leucina
-encefalina y f3-endorfina, tratando de correlacionar
la estimulacion observada con la existencia y propiedad
de los receptores para péptidos opioides tanto en mues-
tras normales como patoldgicas. Es un hecho estableci-
do que los péptidos opioides influyen en diversas fun
ciones del sistema inmune, como la sintesis de anticuer
pos, proliferacién de linfocitos y citolisis NK. Sin
ermbargo, las caracterfsticas de los receptores involu-
crados y el mecanismo general de accién de estos pépti-
dos en el sistema immme no han sido hasta ahora aclara
dos.

Proyecto Fondecyt 88-0874
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MTERACCIONES ENTRE SISTEMA INMUNE Y NEUROEN-

OCRINO nmune - Neuroendocrine Network).

e vedas Cecilia

epartamentc de Medicina Hospital Cifnico U-
nlversidad de Chile,

Aunque ¢l sistema inmune posee sus propios
mecanismos de regulacifn, actuaimente est#
bien establecida la inmunorregulacién neuro-
endocrina. Esta tiene su base en una comple-
Ja red de Interaaciones bidireccional entre
sistema Inmune, sistema neuroendocrino, y es-
tructuras sutonSmicas.

Las linfoquinas, monoquinas y Ac producidoy
durante la respuesta inmune afectan mecanismos
neuroendocrinos. El sistems neuroendocrino
puede o no respondar emitiendo sefales regu-
ladoras que limiten su expansién excesiva,
previniendo enfermedades autoinmunes y linfo-
profiferativas.

La sobreestimulaci8n del sistema neuroendo:
crinoppuede ser uno de los factores mediado-
res de la inmunosupresi8n que se observa en
la fase aguds de enfermedades infecciosas,
shock séptico, trauma, quemaduras, cSncer, y
otras condiciones patol8gicas.

La inmunomodulacién puede contribuir a res-
tablecer 1a funcidn Inmune en estos individuo:

Proyecto Fondecyt 88-0874

SIMPOSIO GENOMA Y EVENTOS FISIOLOGICOS EN CELULAS VEGETALES

SIMPOSIO
GENOMA Y EVENTOS FISIOLOGICOS EN CELWAS
VEGETALES (Genome and physiological avents

in vegetal cells).
Sans, J, (Coordinador).

Durante la vida celular ocurren una infi-
nidad de eventos fisiolégicos, que de una u
otra manera, dependen de la expresién de genes
en momentos, muy particulares.

Se han utilizado diversas estrategias ex-
perimentales en células vegetales mantenidas
en un tejido ipn _toto, para tratar de vincular
eventos celulares a sectores del genoma. Una
de estas estrategias ha sido la produccién de
células multinucleadas con nicleos homo y he—
teroploides para asociar eventos propiocs del
ciclo celular con la presencia , en estos
nicleos,de determinados cromosomas. Otra meto-
dologia utilizada con este mismo fin, ha sido
el incorporar al DNA nucleétidos gue bajo de-
terminadas condiciones pueden alterar la ex-—
presién del genoma. De esta manera, la brono-
sustitucidon del genoma e irradiacién posterior
con luz de 313 nm., por una parte y la incor-
poracién al DNA de un andlogo de la citidina
(5~azacitidina) que provocan hipometilacién
del DNA, por otra parte, han permitido asociar
algunos eventos a sectores del genoma que re-—
plican en momentos particulares del periodo 8.

Por ultimo, mediante experimentos en que
se utiliza el estrés térmico,se ha podido de-
tectar sectores del genoma que confieren pro-
piedades de termoc tolerancia en semillas de
Arboles autdéctonos chilenos.

En este Simposio se analizan estas estra-
tegias y los logros con ellas alcanzados comc

asi las perspectivas futuras de nuevos aborda~
Jes metoddélogicos en este tipo de estudios.

Coordinador: Jorge Sans

LA INDUCCION DE CELULAS MULTINUCLEADAS Y
8U EMPLEO EN EL ESTUDIO DE EVENTOS DEL
cicLo PROLIFERATIVO (The induction of
sultinucleated cells and its usefulness
in the study of events in the proliferati-
ve cycle).

= Centro de Investigacio-
nes Biolégicas, csic, Vel dzquez 144,
28006~Madrid, Espafa.

La induccién experimental de células
homocaridticas poliploides Bn en Allius
puede llevarse a cabo por inhibi-
cién de dos citocinesis aucesivas. As{-se
pusden formar células binucleadas (4n-4n),
trinucleadas (2n-4n-2n) o tetranucleadas
(2n~2n-2n-2n), dependiendo de la proximi-
dad de los grupos cromosdmicos en metafase
y de su incluesién o no en un dnico niclec
al cursar la telofase.

8i simultaneamente se emplea un agente
multipolarizante, las célulss 6n pueden
distribuir su genoma en varios ndcleos de
ploidias muy diferentes y decididasente
aneuploides en su composicién génica.

Tanto las primeras, homocarioticas,
como las segundas, heteroploides y ansu-
ploides, se han utilizado para detersinar
el grado de autonomia de cada ndclec en la
replicacién y culminacién de las etapas

interfasicas y mitéticas, asi como el
papel da ciertos cromosomas (como el
cromosoma NOR) en dicha autonomia nuclear,

proporcionando una metodologia dtil para
la diseccién cromosémica del ciclo celular.
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GENOMA Y REGULACION DE EVENTOS DEL CICLO
CELULAR (Genome and regulation of events
the cell cycle).

Galanti. N,

0 Y
Cantro de Investigaciones Bioldédgicas, CSIC,
Madrid, Espafa V' Departamento Biologia
Celular y Genética, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile.

La replicaci6n secuencial del genoma
persite dlterar la funcionalidad de segmen-
tos de éste por bromacién durante fracciones
del periodo 8 vy posterior irradiacién, en
snoxia, de las células con su DNA parcial-~
sante bromado.

Esta metodologia ha  permitido, en
seristemos de la raiz de ’
determinar  ®1 momento de replicacién de
secuencias del genoma relacionados con cada
uno de los cuatro puntos de transicién (TPs)
donde se requiere sintesis de proteinas para
la progresién de 1a célula a etapas mis
avanzadas de su ciclo celular. La replica-
cié6n de las secuencias implicadas en los dos
TPs para sintesis de proteinas situadas en
el temprano y tardio 5! estén en el temprano
y tardio S respectivamente. Las secuencias
implicadas en el TP situado en G2 lo hacen
en el centro del 8§, mientras que secuencias
dispersas por todo el genoma parecen ser
responsables del TP situado en profase.

EXPRESION DE GENES OE RESISTENCIS AL ESTRES TERw
MICO EN DOS ARBOLES NATIVOS DE CHILE,

araucana Y Prosopis chilensia. (Gene expression of re-
slstanée‘to heat shock in two nativa trees of Chile,Arau
caria arsucana and Prosopis chilensis).Cardemil, L. De-

partamento de Biologlia, Facultad de Ciencias, Universi-

dad de Chile.

Araucaria araucana constituye bosques relictuales templa
dos de alta montafia en ta Reglién Austral de Chile, donde
existen diferencias de temperatura entre dia y noche y
entre estaciones de 202C. Prosopis chllensis en cambio,
es una leguminosa, fijadora de nitrbgeno de la regibtn &-
rida y semi &rida del Norte y Centro de Chile, En estas
regiones la temperatura lléga a mas de 609C en los dias
de Verano.

Wemos investigado como las semillas y pléntulas de estos
dos Arboles responden 8 una exposicidén a altas tempera-
tura, a través de experimentos de estrés térmico y como
las semillas y pléntulas adquieren termotolerancia, cuan
do son expuestas a temperaturas subletales. -

En verdad, €l principal objetivo de esta investigacidn
es probar la hipbtesis de que "Arboles nativos estén ae
daptados a su medio natural porque ellos muestran un al-
to grado de expresidn de los genes de resistencia para.
soportar condiciones extremas ambientales. El alto grado
de expresidn puede deberse ya sea a mecanismos de regu-
lacibn de la funoidn del gen, o a un mayor nimero de co-
pia de los genes de resistencia”.

Electroforesis en poliacrilamida S0S, de las proteinas
slntet!zad’g durante el estrés de temperatura y en pre-
sencia de S-metionina, como tambi&én hibridizacién Nor-
te usando dos sondas de proteinas de estrés térmico, nos
he permitido evaluar esta hipbtesis. PROYECTO FONDECYT,
0160/89; AID GRANT# DPE-5542-G-SS-8073-00; PROYECTO de
Desarrollo, Universidad de Chile # 178501-4.

METILACION DEL DNA Y EVENTOS RELACIONADOS CON
DIFERENCIACION Y DIVISION CELULAR. (DNA
methylation and avents retaled to cell
differentiation and cell division). Sans, J,,
Leyton, C. and Mergudich, D. Departamento
Biologia Celular y Genética, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile.

Se ha postulado que la metilacién da
citocina en secuencias dinucleotidicas C-G del
DNA, seria un mecanismo mediante el cual se
controlaria la expresién génica. Se ha com—
probado, en una gran variadad de células, que
la administracién de S-azacitidina (5-AzaC),
anélogo de la citidina, y poderosoc agente hi-
pometilante del DNA, produce activacidn
Qénica.

En nuestro laboratorio, con el fin
de asociar, desde un punto de vista morfoldégi-
co, sectores del genoma con eventos celulares
involucrados con el proceso de divisién o
diferenciacién celular hemos usado como estra-
tegia experimental el efecto hipometilante del
DNA DE S5-AzaC en raices de A

Nuestros resultados muestran que la
administracién de-3—AzaC provoca 1 a) un au-
mento significativo en la elongacién celulan
que ocurre en la zona de diferenciacidn de la
raiz, b) una aceleracién de la reorganizacién
nucleclar que se lleva a cabo al final de la&
mitosis y c) una alteracién en el grado da
condensacidn de la cromatina durante la mito-
sis. Los dos dltimos eventos son particular-
mente evidentes cuando el andlogo se adminis-
tra durante la primera mitad del periodc
replicativo.

Estos resultados sugeririan que los ev
tos estudiados estarian controlados por genem
Cuya expresién se regularia por el grado de
metilacidn del DNA. (Proyecto FONDECYT B89/812).
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ANALISIS DE PROBITS DE LA AUSENCIA CRONICA DE ALIMENTO
COMO FACTOR LETAL PARA LARVAS ZOEA DE Cancer setosus.
MOLINA, 1782. (Probits analysis of chronic starvation
as a lethal factor for Cancer setosus, Molina 1782
zoea larvae). Abarca, E. y Schmiede, P. Depto.
Biologia Marina, Facultad Ciencias del Mar, U,
del Norte, Coquimbo.

Se analizdé en laboratorio la mortalidad de larvas
zoea de C. setosus en las condiciones de temperatura
prevalentes durante el verano 87-88 y el invierno
88. Para cada experimento se usaron las larvas
resultantes de una sola masa de huevos.

Se midié la mortalidad en grupos de 20 larvas en
cada uno de los 5 estados de zoea.

Cada zoea se mantuvo en un recipiente plastico
de 100 ecc, con agua de mar filtrada (1 u) y tratadas
con luz U,V..

Las primeras 2zoeas no fueron alimentadas. Las
larvas de los estados II al V se aislaron de un
cultivo masivo alimentados con nauplios de Artemia
sp., el dia que se detectd su muda al estado corres-—
pondiente. la supervivencia de las zoeas y temperatu-—
ra de los recipientes se registraron diariamente.

Los porcentajes de mortalidad se transformaron
a probit provisorios y luego a probit de trabajo,
que adecuadamente ponderados permitieron calcular
la dosis letal al 50 % (L.D. 50) y sus intervalo
de confianza, que en este caso se expresan en dias
sin alimento.

EL experimento realizado puede ser wusado como
"blanco" para evaluar la toxicidad de diversos
alimentos para cultivo larval o bioensayos de farma—
cos, o agentes contaminantes diversos que usen
las larvas de C. setosus como material de bioensayo
o para comparar el efecto de la ausencia de alimento
para larvas ce otras especies de crustaceos decdpodos.

CARMTERIZACION DEL “PALD POBRIND®: N MATURAL DE ELIGNIFICACIEN BE
LA MADERA  (Characterization of palo podrido: a natsral precess of
delignification in vood).

Mgosin, E.(1); Dlanchette, R.(2); Silvy, H.(1) y Lagierre, €.(3).

(1)INTA, Universidad de Chile; (2)Deph. Plaat Pathology, Umiversity ef
Mimesota, St. Paul, USA; (3)Lab. Biochisie, CBAI, Thiverval-Grigesm, Framce.

Los hongos basidiosicetes de pudricidn blanca cusplen wa rol de prisera
isportancia en el ecosistesa forestal gracias a su capacidad de degradar
todos los componentes de la madera (celulosa, hemicelulosas y ligmisa).
Varias especies degradan en forea selectiva 12 lignina, dejamdo la celulesa
intacta. Sin esbargo, por lo general, esta selectividad se ve restringida a
0nas sy localizadas, inmersas dentro de extensas zonas de delignificacide
sisulthnea. Esto contrasta con el fendaeno, &nico, que se ha descrite em el
bosque valdiviano del Sur de Chile, el "palo podrido® o “"palo blasce®, em el
cual troncos enteros de sadera en descosposicidn suestran usa delignificacide
selectiva que se extiende a todo su interior.

Los casbios qulmicos y morfoldgicos que ocurren durante la forsacide del pale
podrido fueron investigados. La deligniliucih selectiva ocurre priacipal-
poseen, de todas i;;.;ai;;a;-;;;l-;;;-estudladas, el unov contenido en
lignina, la cual se caracteriza por su alto nlmero de unidades arosdticas mo
:ondenwlas y por su elevada proporcidn de unidades siringilo, con respecto a
la sadera degradada, toio_n;a_ros i;i;ies an en pie, foraando aparenteeeate
zonas localizadas de delignificacidn que se extienden gradualsente a todo el
interior.

Los estudios de microscopla electrdnica mostraron que el proceso de deligni-
ficacidn es- difuso en toda la pared. La lignina de la ldaina sedia es la
Altina en ser resovida. Depbsitos de manganeso, resultado de la accidn de la
Mn-peroxidasa, fueron encontrados en algunas, pero no en todas las muestras
delignificadas selectivasente. En estadios avanzados de colonizacibm, se
detereind que algunas wsuestras estaban cospuestas casi exclusivasente de
celulosa, aunque Bdsta tenla un grado reducido de poliserizacidn. Esta
depolimerizacidn resultarla de la accibn de enzimas hidroliticas y no
involucraria a las especies oxidativas generadas durante la delignificacidn.

Proyecto financiado por PNUD, FONDECYT y NSF.

POSIBLE MECANISMO DE LA POTENCIACION ATP-BRADICININA EN
VEJIGA DE RATA. (Possible mechanism of the potenciation
ATP-bradykinin in the rat bladder)

C.G. Acevedo,

Dpto. de Ciencias Fisiolfgicas, P. Universidad Catflica
y Universidad de Concepcibn, Batror. J . P, Huidobro-Toro

Experimentos realizados en conducto deferente de rata
demuestran una accidn sinérgica de bradicinina (BC) so-
bre la actividad contr8ctil de ATP y la estimulacidn
eléctrica transmural del tejido,sin que se aprecien cam
bios en las contracciones inducidas por noradrenalina.
Para determinar el mecanismo de la interaccién ATP-BC
se estudi6 la actividad de varios congéneres de BC en
la respuesta contrdctil inducida por ATP y estimulacién
transmural en vejiga de rata ,0rgano que posee una neurg
transmisidn purinérgica y col1nérglca.

Las vejigas de rata se suspendieron en un bafio de &r-
gano aislado con solucién Tyrode en presencia de 3.4 uM
?e ?uanetidina ¥, salvo en los ensayos con acetilcolina,

AC

muralmente con pulsos'de 1 mseg a frecuencia de 0.1 a 5
Hz empleando un voltaje supramaximo. La tensibn del teji
do se registrd isométricarente en un polfgafo.

La BC (0.i-3 nM) no alterd la respuesta contrdctil in-
ducida por AC, pero si potencid las contracciones induci
das por ATP en forma dosis dependiente. Esta accidn 31-
nér§1c ge 1nh1bid$ por el antagonista de BC, D-ArgY,
Hyp3, Thi D-Phe/ BC. E1 empleo de analogos de BC po-
tenc1o la act1v1dad eléctrica y las contracciones induci

das por ATP. E1 sinergismo BC ocurris con ATP y ADP, ago

nistas purinérgicos que son rdpidamente hidrolizables
por ectoenzimas, en cambio no modificd el efecto de los
derivados resistentes a 1a hidrdlisis aB m ATP y g m ATP

La diferente interaccidn de BC con los nucleftidos ‘de
purina utilizados sugiere que BC pueda actuar inhibiendo
ectofosforilasas responsables de la degradacién de los
neurotransmisores purinérgicos.

Apoyados por Proyectos FOMDECYT 0305-88 y 0699-89.
Direcc. de Investigacién, Univ. de Concepc. 20.33.29

RELACION- ENTRE ABUNDANCIA DE Rhizobium Y COMPETENCIA
INTRARSPECIFICA EN POBLACIOMES DE Acacla caven EN LA
IV REGION DE CHILE (Relationship between Rhizobjum
abundance and intraspecific competition in Acacia
caven population in the IV Region of Chile).

y Villaflor, M.L.(*). Departamento de
Biologfa y Quimica, Facultad de Ciencias, Universidad
de La Serena.

Acacia caven (Leguminosae) es un componente
importante de las comunidades vegetales de las zonas
&ridas de Chile. Asociado a sus raices se encuentran
bacterias del género Rhigzobiym que reducen el
nitrégeno atmosférico en una forma asimilable por 1la
planta. Bste proceso es importante donde el nitrégeno
en los suelos es un factor limitante. Por otro ladoe,
Gutiérrez y Fuentes (Oecol. Plant., 1979, 14(2): 151-
158) han mostrado evidencias de competencia
intraespecifica en poblaciones de A. cavea
(Leguminosae) en la zona central de Chile.

Bn el presente trabajo se contrasta la hipétesis que
a mayor abundancia de Rhizoblum sp. se aminorarfa 1la
competencia -intraespecifica en A. caven.

Se determiné el némero de Rhizobjum en la rizosfera
de 4 poblaciones de la especie en wn tramsecto
altitudinal en 1a IV Regién de Chile, mediaate 1la
técnica del Nimero Mis Probable, uséadose semillas
estériles de A. caven en una serie de 7 dileciomes. La
densidad de se comparé com el coeficiente
que estima la intensidad de competeacia (gensu
Gutiérrez y Puentes), encontréadose uma correlacién
negativa y significativa entre éstas dos variables.

Se discute cémo la abundancia y distribecién de
Rhizobium en simbiosis con las rafices de A. caven
podrian estar regulando la competencia istraespecifica
de esta especie en amblentes &ridos.

Financlamiento DIULS. (®) Gutiérrez, J.R. deberia
aparecer como autor, de permitirlo los reglamentos.

con 1uM de atropina. La vejiga fue estimulada trans
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RBCONSTRUCCION TRIDIKENSIONAL DE ENBRIONES DB
RATON A BASE DE CORTES SERIADOS
(Tridimensional reconstruction of mouse
epbryos from eerial sactions)

- *

Abumada A-. Doggenweiler, C.
Dpto. Biologia, Fac. Clanciaa, U. de Chile.

Bn el desarrollo inicial da mamiferoa se
recomocen una serie de proceasoe conectados
1 y espacialmente. Tales eventoe
incluyen: divisiones celularea, desplazamien-
tos y cambios de forma celular. Las evidenciae
experimentales demuestran que estos fenoSmsnos
estin relacionados con el control y regulacitn
del desarrollo normal. Sin embargo, la
limitante de estos eetudiocs ha sido al escaso
control de ciertaes variables. En este sentido
nosotros hemos planteado un modelo tedrico que
permite abordar tal problema y cuyo fundamento
matodol6gico se encuentra en el desarrollo y
manejo de programas de computacion. Estos
amas consideran como parfmetro relevante
el conjunto de interacciones entre superficies
celulares (energia de superficie). Con #&sta
aproximacitn nosotros hemos podido simular, en
dos dimensiones, loe cambios de forma de cada
célula asi como sus desplazamientos.

Como objetivo final aspiramos a comparar
nuestre simulacién con el desarrollo
embrionario real. Como primer paso hemos
desarrolledo técnicas de reconstruccitn
tridinensional de embriones de ratén a base de
cortes seriados. En paralelo, estamos
desarrollando algoritmos que nos faciliten el
proceso de comparacién de la simulacifn.

Pondecyt 2036, DTI U, de Chile 2807 y
Fundacién Andes.

EL SITIO ACTIVO DE LA CARBOXIQUINASA FOSFOENOLPIRUVICA
DE LEVADURAS : MARCACION QUIMICA Y AISLACION DE PEPTIDOS.
(Active site of yeast phosphoenolpyruvate carboxykinase:
Chemical modification and isolation of peptides). Alvear,

ALGUNAS CONSIDERACIONES DE CARACTER BIOLOGICO Y CUANTI-
TATIVO EN EISENIA FOETIDA ALIMENTADAS CON SANGRE Y CON-
TENIDO RUMINAL DE VACUNO. (Some biologicel considerations
of quantitative charocter on Eisenio foetido fed on -
blood and ruminal content of beef catle). Alda. L.,De
Jourdon. V. Nifez. H.,Lépez. M.,Benovides. K., Vorgos.C.
Departomento de Ciencias Agronémicos Bdsicas, Focultad
de Ciencios Agropecuorias, Departomento de Ciencios Bé-
sicas, Focultod de Medicina, Universidad de lo Frontera,
Temuco. (Patrocinio: H. Herrero}.

Lo lombriz Eisenia foetida, tiene la capacidad de des
componer desechos orgénicos agricolas especialmente es-
tiércol. Se ha estudicdo su comportamiento y efectividad,
como agente biodegrododor frente o sustratos de conteni
do ruminal y sangre en diferentes proporciones, como osi~
mismo sus productos biolégicos identificables como humus
(N,P,K y moteria orgénica).

Lo metodologfo empleads para determinar variables de
reproductividod (n? total de huevos, ejemplares inmodu-
ros, ejemplores adultos) y maso total, fué de muestreo
por cuadriculao o cuodros. Paro determinar la disponibi-
lidad de nutrientes se procedié a onalizor, el humus de
acverdo a la metodologfo tradicional pora los onélisis
de suelos.

De los resultados obtenidos, se puede inferir que Eise
nio foetido presenta un potencial reproductivo de rango
superior, cuondo se mantiene en lechos que tiene como
sustrato predominante el contenido ruminal, destaocdndose
una produccién que supera los 1.500 huevos en relacién o
otros lechos.

En cuonto a bioelementos y moteric orgdnica, los oné-
lisis de diferentes lechos, hon revelado niveles impor-
tontes en nitrégeno, del orden de 53.0 ppm en mezclas
ruminal-guano y de 118.4 ppm en sangre vacuno-guano.Vo-
lores interesantes en cuonto a P,K y materio orgdnica
permi ten proyectar la utilizocién de este humus, o expe-
rimentos que tienen que ver con fertilizantes, de bajo
volor econdmico y de una aplicocién Gtil o toreas ogri-

%gie? ﬁ%RBeSugsBﬁoéAﬂ?dionos productores.

COMPOSICION LIPIDICA DE CLOROPLASTOS SENSIBLES Y RESIS -
TENTES AL FRIO DE Nothofagus dombeyi. (Lipid composition
of frost sensitive and frost resistant chloroplasts of
N.dombeyi) . Alberdi,ﬂ.,Fernéndez,g:,Romero,ﬂ.,Cristi,gfy

M., Quifones, V., Jabalquinto, A.M., Encinas, M.V. y
Cardemil, E. Departamento de Quimica, Facultad de Cien-
cia, Universidad de Santiago de Chile.

La carboxiquinasa fosfoenolpiriivica (PEPCK) de leva-
duras, se marcd con la sonda fluorescente 1,5-I-AEDANS.
Se encontrd una estequiometrfa de marcacidén de 1,05 mol
de reactivo/mol de subunidad de enzima. Se logrd una
casi completa proteccién de la inactivacidn con MnADP o
MnATP, lo que sugiere que 1,5-I-AEDANS interact@ia con un
grupo sulfhidrilo de la enzima localizado en el sitio de
unidn del nucledtido. Utilizando esta misma sonda fluo-
rescente fue posible determinar un caricter hidrof8bico
para el sitio de unifn y unarelativa rigidez de la sonda
en ese sitio.

La enzima marcada y carboximetilada fue digerida con
tripsina y los péptidos se resolvieron por HPLC con co-
lumna RPC-18 en gradiente de acetonitrilo, determindndo-
se su absorcidn a 337 nm y su fluorescencia. La fluores-
cencia se encontrd asociada a dos péptidos que eluyen al
comienzo de la gradiente.

Por otra parte, resultados obtenidos por titulacién
de la enzima con DTNB; modificacién quimica de la PEPCK
con diversos reactivos especificos para grupos ditioles
vecinos y la formacidn de un excimero al marcar la enzi-
ma con pirenciodoacetamida, nos llevan a sugerir la pre-
sencia de dos grupos sulfhidrilos cercanos, los cuales
podrian reaccionar indistintamente con el 1,5-I-AEDANS,
lo que podria explicar la obtencidn de 2 péptidos fluo-
rescentes.

En la actualidad, se trabaja en la acumulacidn de
masa de los péptidos obtenidos con el propdsito de deter
minar su Nﬂz-terminal y proceder a la secuenciacidn ami-
noacidica.

Pinanciado por FONDECYT 88-1060. El fluorimetro GREG-
200 empleado provino de Proyecto FONDECYT.

Peruzzo,G. Instituto de Botdnica, Facultad de Ciencias e
Instituto de Medicina Preventiva, Universidad Austral de
Chile, valdivia.

Cambios de concentracidn y composicién lipfidica de
biomembranas vegetales, preservarfian su integridad ante
un estrés frio. El aumento del grado de insaturacidn de
4cidos grasos mantendrfa la fluidez de las membranas bio
18gicas. Se informa sobre estos cambios utilizando como
modelo de membrana, tilacoides de cloroplastos resisten-
tes y sensibles de Nothofagus dombeyi.

Los cloroplastos se aislaron de hojas de N. dombeyi,
recolectadas en los periodos de mayor (invierno) y menor
(verano) resistencia al frfio, utilizando metodologia tra
dicional y atmdsfera de N_. Tilacoides se obtuvieron ul
tracentrifugando en gradiénte discontinua de sacarosa.
Lipidos se extrajeron con CHCL_, MeOH (2:1 v/v) , se des-
pigmentaron e identificaron pog TLC comparando con esté&
dares auténticos. Fosfo y galactolipidos se cuantifica-
ron colorimétricamente y 3cidos grasos por cromatografia
gaseosa.

Los niveles de lipidos polares fueron mis altos en ti
lacoides aclimatados. Los &cidos grasos mayormente repr;
sentados fueron el 16:0, 18:1 y 18:0.En el periodo de ma
yor resistencia se incrementaron, en algunos lipidos in-
dividuales, &cidos grasos insaturados.

Se concluye que, los cambios en el grado de insatura-
cidén de &cidos grasos asociados con mayor aclimatacidn
al frio de N.dombeyi son mis evidentes en tilacoides que
en hojas enteras. Ademds, en especies moderadamente re-
sistentes, el cambio dristico del grado de insaturacidn
de biomembranas ante estrés frio estaria poco desarrolla
do. Acumulacidn de otros metabolitos crioprotectores en
esta especie, produciria adecuada proteccidn ante estrés.

Proyecto FONDECYT 0897/88, DIC-UACH RS-86-30 y GTZ/BRD.
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VESICULAS Y MICELAS BILIARES AISLADAS RAPIDAMENTE POR
ULTRACENTRIFUGACION. (Biliary vesicles and micelles rapid
ly isolated by ultracentrifugation). Amigo,L., Nervi,F.
Departamento de Gastroenterologfa, Facultad de Medicina,
P. Universidad Cat6lica de Chile.

El colesterol biliar se encuentra solubilizado en ves{
culas fosfolipidicas o micelas mixtas de sales biliares
y fosfolipidos. Una fase critica en la patogenia de la
litiasis biliar es la cristalizaci6n del colestercl, la
cual ocurre a partir de la fusi6n de vesfculas. El estu-
dio de estas particulas transportadoras se ha hecho has-
ta ahora fundamentalmente por cromatografia en columnas.
Este método es largo y por el uso de buffers se alteran
tanto la proporcién de vesfculas y micelas en la bilis,
como la composicién de ellas. El objetivo de este estu-
dio fue disefiar un método répido de afslamiento de vesi-
culas biliares, tendiente a mantener las caracteristicas
originales de los transportadores. El método de ultracen
trifugacion desarrollado, utiliza Metrizamida para obte-
ner una separacion isopicnica de las vesiculas en un ro-
tor vertical. Para validar el afslamiento cuantitativo
de las vesfculas se utiliz6é cromatograffa en gel de fil-
tracibn, Ultrogel AcA 34.

En experimentos de gradientes de densidad continua, pre
formados con bilis pura-bilis Metrizamida (18%), después
de centrifugar a 50.000 rpm por 285 min a 10°C en un ro-
tor vertical, se encontrd que »>92% del colesterol vesicu
lar estaba en fracciones con d<1,030 g/ml. El didmetro
de las vesfculas en fracciones con d<1,020 g/ml fue de
82%10 nm y en fracciones con d¥1,030 g/ml fue de 5748 nm,

Al disolver Metrizamida al 16% en bilis humana y ultra-
centrifugar por 120 min a 10°C, el % de vesfculas aisla-
das fue superior al 96%. La variaci6n de la T° de ultra
centrifugaci6n (4-24°C) y el almacenamiento de bilis hu=
mana por 24 h a 4°C, no modificé la proporcion de vesicu
las biliares presentes en la bilis. El procedimiento des
crito, constituye un método répido, preciso y simple,que
permite aislar y cuantificar el transportador vesicular
de lfpidos biliares por ultracentrifugacién isopicnica.

ESTUDIOS BIOQUIMICOS Y GENETICOS SOBRE LA REGULACION DE
LA ACTIVIDAD OE LA ADERILIL CICLASA DE 0QOCITQS DE
Xenopus laevis. (Blochemical and genetic studies on
the regullation of the )adenylyl cyclase activi‘t‘.y ;ro-
Xenopus laevis oocytes.) Antonelli, M., Purce .y
Klende, J.E. Departamento de Bloquimica, Facultad de
Wedicina, Universidad de Chile.

La adenilil ciclasa de oocitos de Xenopus laevis esta
regulada por una protefha estimulatoria G5 compuesta
por subunidadesgl s-/9 Yy ¥y, y por la progesterona que
causa la inhibicion de Ta enzima en presencia de mu-
cleftidos de guanina. La polilisina y la esperwina es-
timulan la actividad de la adenilil ciclasa a ciertas
concentraciones. Esta estimulacidn se debe a que estos
compuestos policatidnicos favorecen la activacidn de la
protefna Gg pues disminuyen la concentracidn de GTP,
necesaria para la activacidn de la enzima en un orden
de magnitud. La polilisina también disminuye dramdti-
camente la concentracidn de Mg*¢ requerida por la adeni-
111 ciclasa desde concentraciones mM a concentraciones
uM. Estos efectos de los compuestos poliamfnicos se
asemejan a los observados con receptores que activan la
adenilil ciclasa a traves de Gg. Para profundizar en
el estudio de los mecanismos de regulacidn de esta en-
zima se ha procedido a clonar la subunidadd ¢ de ooci-
tos de X. laevis a partir de una. genoteca de cDNA en
Agt10. “Se ha secuenciado uno de los clones positivos
encontrdndose una secuencia que codifica una protefna
muy similar a la versidn corta del de mamiYeros.
Esta secuencia se ha subclonado en pGEM3 bajo control
del promotor de la polimerasa del fago T7 y se ha
transcrito in vitro para producir mRNA para la subuni-
dad {5 con el propdsito de microinyectarlo en oocitos y
analizar su funcidn.

(Apoyado por FONDECYT, The Council for Tobacco Research
y la Universidad de Chile.)
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SINTESIS DE APOLIPOPROTEINA A-I DURANTE LA ACLIMA-
TIZACION DBL PEZ Cyprinus carpio. (Apolipoprotein A-1
synthesis durin.g the acclimatization of the carp fish).

R.. ZAraya, A., Concha, M. Inostroza, J., ¥y
Villanueva, J. Instituto de Bioguimica, Pacultad de
Ciencias, Universidad Austral de Chile e *IBCN-CRNS,
Bordeaux, Francia.

En la carpa, la proteina sérica mas importante es la
lipoproteina de alta densidad (HDL). Esta esté
conformada por las apolipoproteinas A-1 y A-II, cuyas
caracteristicas de peso molecular y composicién
amincacidica se asemejan a las descritas para otros
organismos.

La sintesis de apo A-I se evalué por inmuno-
precipitacién en preparaciones de hepatocitos aislados
de carpas aclimatizadas a verano e invierno incubados
en presencia de 2H-Leu. Los hepatocitos de carpas de
verano sintetizaron 6 veces mi4s apo A-1 que las
preparaciones de jnvierno cuando ambas se incubaron a
sus temperaturas de aclimatacién. Sin embargo, en ambos
casos la cantidad de apo A-1 sintetizada representa la
misma fraccién del total de proteina sintetizada. En
invierno la velocidad de sintesis de apo A-1 es mayor
gque en verano cuando ambas se miden a 10°C.
Consistente con estos hallazgos el nimero de
hepatocitos que contienen apo A-I en su citoplasma,
determinado por inmunohistoquimica, es mayor en carpas
de verano que de invierno. Estos resultados muestran
claramente una respuesta compensatoria a nivel de
sintesis de apo A-1 durante aclimatizaclén.

Con el f£in de medir los niveles del mRNA para apo A-1
en ambos estados de adaptacién se ha construido una
biblioteca de cDNA en lambda gtll. Para contar con
sondas que nos permitan aislar recombinantes gque
contengan secuencias de apo A-1 se procedié a digerir
apo A-I con BrCN, los péptidos fueron aislados por
HPLC. Dos péptidos fueron secuenclados y actualmente se
estdn sintetizando oligonucleétidos. La secuencia de
ambos péptidos fueron comparadas con las distintas
secuencias de apo A-1 conocidas. No se encontraron
regiones de homologia consistentes, lo que sugiere que
apo A-1 de carpa podrfa diferir bastante en su
secuencia respecto a las de otros organismos.

(Proyectos FONDECYT 0933/88, DIC-UACH 8-86-29 y
Programa de graduados OEA).

DINAMICA POBLACIONAL DE Chilina ampulfacea (Sow, 1841)
(GASTROPODA :BASOMMATOPHORA . (Populations Dynamics of
Chilina ampullacea (Sow,1841) (Gastropoda:Basommatopho-
ra). Antonin, F.; Parada, E.; Valdebenito, I. y Peredo,
5. Departamento de Ciencias Naturales. P.Universidad Ca
tdlica de Chile-Sede Regional Temuco.

Con el propbsito de conocer la dindmica poblacional
de Ch. ampullacea, se realizaron muestreos mensuales en
el sector Los Pinos del rio Cautin, en la ciudad de Tesm
co. En cada oportunidad se tomaron 10 muestras de 25x2S
cm, a lo largo de un transecto de orilla a orilla. Las
muestras fueron trasladadas al laboratorio para su pro-
cesamiento. Los paradmetros poblacionales registrados fue
ron densidad, mortalidad, distribucidn de tallas y niime
ro de posturas; ademds de registrarse parametros bio y
gravimétricos.

Los resultados indican que los individuos de esta po
blacién presentan un rango de tallas de 1 a 25 mm, sien
do la talla modal de 12 mm. El andlisis amual sefiala un
corrimiento de la talla modal de hasta 6 mm, situacidm
que se verifica preferentemente entre julio y octubre.
La aparicidn de posturas se registrd entre septiembre y
enero. La densidad poblacional varia a lo largo del aho,
alcanzando sus valores maximos entre septiembre y diciems
mre, coincidiendo esto con la aparicidn de las posturas.
La mortalidad, que afecta fundamentalmente a los indivi-
duos de 12 mm, aumenta significativamente entre los me -
ses de mayo y septiembre. El andlisis del peso seco de
las carnes de un individuo estandar revela dos miximas
anuales, entre septiembre y noviembre y entre abril y
julio. El peso seco de la concha experimenta un aumento
anual progresivo, lo que unido al bajo incremento de la
longitud, sugieren que la tendencia de crecimiento de
los adultos de esta poblacidn, se deberia mis bien al
engrosamiento de la concha que al crecimiento en longi-
tud.

Financiado por Proyecto 2-87-4 CIPUC-TEMUCO
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MUTAGENESIS Y REPARACION INDUCIDA POR
FLAVONOIDES Y COMPUESTOS N-NITROSO OBTENIDOS
DE ALIMENTOS. (Mutagenicity and DNA repair
induced by flavonoids and N-Nitroso compounds
in foods). ’ i » r )
i . Depto. Quimica Facultad de
Ciencia, Universidad de Santiago de Chile.

Mutagenocs ambientales pueden producir dafo al
ADN llegando a ser una de las principales
causas de cancer. Chile tiene una de las més
altas frecuencias de céncer gdstrico en el
mundo Yy se ha postulado que el consumo de
vino podria ser un factor de riesgo para
adenocarcinoma gastrico, ademias del consumo
de nitrosaminas. E]l objetivo de este estudio
fue determinar @] efecto mutagénico en
Salmonella y de reparacion del ADN de ceélulas
epiteliales humanas, de extractos de cecinas
y flavonoides obtenidos de vinos. Las cecinas
se sometieron a un método de extraccion de
Nitrosaminas en columna de celite; la
separaciéon y cuantificaciéon se efectud por
cromatografia de gas-liquido, con doble fase
estacionaria y detector especifico de N2 con
perla de Rubidio. La técnica de preincubacitn
fue usada para exponer los compuestos
flavonoides (0,1-10 wug/ml) a [: B
Glucosidasa hasta una completa hidrélisis.
Los resultados obtenidos en cecinas muestran
alta mutagenicidad en TA-100 y TA-1333 debido
a la presencia de 6-440 ug/Kg de DMN y DEN.
La frecuencia de mutagenicidad en TA-98 de
Quercetina fue mayor que Malvidin vy
Delfinidin, on cambio Catequina Yy
Epicatequina no dieron revertantes His*. En
cultivos celulares, concentraciones mencres
de 1 ug/ml de extracto de cecinas o
Guercetina, produjieron un aumento-dosis
dependiente en muerte o reparacion celular.

VARIABILIDAD INTRATALINA DE COMPUESTOS FENOLICOS EN Sie
reocaulon alpinum LAUR. (Intrathaline variability of
phenolic compounds in Stereocaulom afpimss LAUR.)
Arias, W., Hidalgo, M.E., Pefia, W., Perndndez, E. y
Quilhot, W. Escuela de Qufmica y Farmacia, Facultad de
Medicina, Universidad de Valparaiso.

Se considera a los fenoles liquénicos compues—
tos claves en la regulacién del estado simbiético. Su
distribucién y tasas de acumulacién en los estratos tali
nos se relacionan con a) proteccién del fotobionte fren-
te a radiaciones de alta energfa, b) incremento de la ra
diacién dtil para la fotos{ntesis, ¢) reservas energéti-
cas en situaciones de estrés nutricional. Estos mecanis
mos de regulacién interna adquieren mayor relevancia en
l1{quenes que habitan Areas geogrdficas con climas riguro
sos, especialmente en los muy frfos. -

alpimm LAUR. es una especie fre-
cuente en la Penfnsula Antdrtica e islas adyacentes, que
acumula los fenoles &cido iisnico, atranorina y dcido lo-
bdrico. En colonias recolectadas en Isla Robert, se de-
terminé la variabilidad de las concentraciones de estos
metabolitos, en talos sectorizados en clases de edad, me
diante la técnica HPTLC. -

El dcido dsnico alcanza concentraciones inferio
res al 0,2% peso seco en algunos sectores apicales y ba—
sales; en otros no fue detectado. Las concentraciones
de atranorina -entre 0,21 y 5,10% y las de icido lobdri
co -entre 0,24 y 3,42%- fueron significativamente mds
elevadas en los tejidos jévenes.

Atranorina y 4cido dsnico son los metabolitos
mds frecuentes en liquenes antdrticos. La distribucidn
localizada de los fenoles en los tejidos jévenes y el
rol asignado por su interaccién con la luz, representa
ventajas para la especie. El dcido lobdrico, que no po-
see propiedades fluorescentes, podrfa ser catabolizado y
utilizado en nuevos procesos de sfntesis, como se ha pro
puesto para otros fenoles liquénicos. -

Proyecto 110 Instituto Antdrtico Chileno.

ORGANOGENESIS DIRECTA EN ARANDANO Vaccinium

corymbosum L. y-Yaccinium ashei READE, ESTU-
B6% RYSToLOGIZOS ¥ REGENERACTON "IN VITRO",
(DIRECT ORGANOGENESIS IN BLUE gERRY (Vaccinium
cor bosumN{l..D. g‘ Vaccinium ashei READEY. HISTOLO--
&AL sTonY JYTHD RECENERATTON.

ce, P., Alarcbn, J., Gutifrrez, A., Reyes, A
¢r30;d!h: . FFGg;aﬁk de Wicropropagacibn Ve-
getal, Facultad de Agronoqiavy‘racu}tad de glen—
cias Biolégicas. Pontificia Universidad Catb-

lica de Chile.

El arfindanc es una especie frutal de
perspectivas econfmicas, recientemente intrcducgg:?gf
Chile. Puesto que esta especie presemta una restric-
cifn fitosanitaria a su ingreso alhgzig; por estat';:-

al is sp., se sarrollado me-
E:ggizssas}g:g:iPhauxs 7Y con el fin de contar
con plantas sanas. Alternativamente se puede intentar
obtener individuos con carecteristicas 5enéticas nue-
vas mediante variacifn somaclonal "in vitro". En es-
te trabajo se evaluf la capacidad de regeneracién so-
mitica y organfgenesis directa a partir de secciones
de 1mina foliar en 3 variedades de aréndano. Se con-
siguib inducir la proliferacién de brotes a partir de
holas seccionadas unidas al.explange madre con a}tiga
dosie (10 mg/1t) de Isopentil adenina. 1Sminas folia-
res aisladas no indujeron formacifn de brotes en estas
mismae condiciones. Cortes histo}ég;cos}uostrqrqn que
1a zona de la nervadma de la 1fmina foliar origina
el primordio y postericr brote.

Financiado Proyecto PNUD-CHT 88/006.

CAPTACION Y METABOLISMO DE Zn(II) POR CELULAS
DE LEYDIG Y ESPERMATIDAS DE RATA. (Zinc uptake
and metabolism by rat Leydig cells and
spersatids).
Arrate, P. y Reyes, J.G., Instituto de Quimica,
nIvers Caf*IIca de Valparaiso y Depto. Fi-
siologia y Biofisica, Facultad Medicina, Univer
sidad de Chile.

Dos aspectos de la fisiologia testicular
que dependen de la disponibilidad de zinc a ni-
vel celular son: la esteroidogériesis en las cé-
lulas de Leydig y, la condensacién de la croma-
tina y funcionalidad de los espermatozoides. Es
te efecto del zinc en el estado funcional de c§
lulas de Leydig y Espermitidas requiere la inte
raccién y transporte de este 16n por estas célu
las. Hemos estudiado entonces la captacidn de
2n(II) por células de Leydég Y espermatidas de
rata en p idén do Zn(1I). Nuestros
resultados indican que las células de Leydig
poseen una capacidad de captacidén de Zn que es
aproximadamente 10x la capacidad de captacidn
de Zn por espermatidas. En medio Krebs-Hense-
leit, en ambos tipos celulares de captacién de
zinc posee un componente cinético répido
(t1/2 ~ 1min) sin evidencia de componentes de
captacidn lentos. Experimentos con cambios de
volumen intracelular permiten identificar un
compartimento de Zn(II) en equilibrio réipido
con H,O0 intracelular, y posibles compartimentos
de unidén a estructuras celulares.

Financiado por Grant RF 8905, Fund. Rockefeller
Yy Proyecto 125.745/89 ucv.
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4ES EL CARACTER BASICO LA UNICA CONDICION PARA LA TOXICI

DAD DE LAS FOSFOLIPASAS A2 DE VENENOS DE SERPIENTES?
(Is the hasic character the only feature involved in to-
xicity - in snake venom phospholipases Ap?) Arriagada, E.

Depto. de Biologia Molecular, Facultad de Ciencias Biold

gicasy Recursos Naturales, Universidad de Concepcidn.

Es generalmente aceptado que las fosfolipasas Ap
(PLA2) de venenos de serpientes presentan una relacidn
directa entre toxicidad y caracter basico. Sin embargo,
el andlisis del comportamiento de las PLA2 de venenos

de los grupos I, IIA y IIB (Heinrikson), indican la nece

sidad de hacer una correlacifn entre caracteristicas es-
tructurales, basicidad y accesibilidad en los sitios té-
xicos propuestos para las distintas PLA2. Con tal obje-

to y baséndose en un modelo estructural obtenido por pre

diccidn de estructura secundaria, se realizd:

a) un analisis de la ubicacién de los aminodcidos bé-
sicos y de su entorno en la molécula.

b) un estudio de correlacién entre el cardcter bésico
efectivo y toxicidad, y

c) un andlisis de accesibilidad o disponibilidad de

las regiones gque presentan estos residuos bésicos
para interaccionar con las membranas.

Los resultados obtenidos indican gue si bien hay
una relacidn directa entre el caricter basico y la toxi-
cidad de las PLA_ estudiadas, la potencia tdxica depende
de la densidad dé carga en sitios especificos, restric-
ciones conformacionales y otros parémetros estructurales
que influencian la afinidad entre estas PLA2 y las mem-
branas.

Proyecto 20.31.12, Direccitn de Investigacidn, Universi-
dad de Concepcién.

LOCALIZACION CITOQUIMICA DE PEROXIDASA DURANTE EL
FROCESO DE INTERNALIZACION DE Tritrichomonas  foetus
POR MACROFAGOS  (Cytochemical  Jocalization of
peroxidase during interiorization of the T. foetus by
mouse macrophages). Azevedo, N.L., Silva Filho, F.C.
and De Souza, W. - Instituto de Blologla, UERJ and
Instituto de Biofisica Carlos Chagas Fillho, UFRJ, Rio
de Janeiro.

T. foetus 1s a mucosal parasite of cattle where
it can be found in contact with phagocytes. The T.
foetus host phagocytes relationships are poorly
understood being that no data are avallable on the
interaction of the parasite with macrophage. In the
present study the "in vitro" interaction of T. foetus
(X strain) with mouse resident macrophage was studied
by assoclated with transmission: electron microscopy
and attempts were done in order to know the machaniams
by lectin-treatment renders the parasites more
adherent to the phagocyte surfaces, In order to
improve the adhesion of parasites to the macrophage
surface the former were previously treated with 20
ug.ml-l Concansvalin A. After 60 min of interaction
most of parasites could be found adhered to the
macrophages being that scme of then had been
interiorized. Activity of peroxidase-colloidal gold
particles could be detected in the macrophages which
contained parasites. The parasite's surfaces treated
with Con A are more adhesives to the macrophages than
the untreated ones. Thelr surface tension and
zeta-potential were determined. 20 ug.ml-l Con A
beceme the parasite's surface slightly less negatilve
and more hydrophoblc, as suggested by contact angle
measurements performed with the highly apolar 1liquid
-brancnaphthalene, The results are indlcating that
the presence of parasites into macrophages cames from
an endocytic process performed by the phagocytes.
Supported by: CNPg, CAPES, FINEP and CEPG-UFRJ.

FACTORES SERICOS INHIBIDORES DE IgE (IgE
inhibitor serum factors). Astorquiza. M.I,..
Droguett. M.A, y Valdés, M. Instituto de
Medicina Experimental, Facultad de Medicina,
Universidad Austral de Chile.

Previamente hemos demostrado que el suero
de ratén posee un factor regulador isotipo
especifico para IgE, el cual se une a esta
inmunoglobulina bloqueando su accién
biolégica. En el presente trabajo se inicia
la caracterizacién de un factor con
propiedades similares - presente en el suero
humano.

Se 1realizé pool de sueros humanos que
presentaban la capacidad de inhibir la
reaccién de anafilaxis cutdnea pasiva (PCA),
mediada por IgE de ratén. A partir de éste
se separd la fraccién activa por
precipitacién con sulfato de amonio. Se
determiné su PM por cromatografia de
filtracién en gel, presencia de carbohidratos
por afinidad a lectinas y estabilidad a 1la
temperatura.

Los resultados indican que el PM del
factor presente en suero humano es menor que
el factor de ratén. Ambos presentan similar
estabilidad a 1la temperatura y afinidad a
lectinas. A diferencia del factor de raténm,
el humano estd presente sélo en algunos de
los sueros analizados.

Se discute la relacién entre ambos
factores.

Financiado por Proyectos TWAS RG BC 87-96,
DID-UACH RS-86-31 y FONDECYT 0886-88.

UTILIZACION DE GLUCOSA POR CEPAS DE £, goli CON NIVELES
ELEVADOE DE ALDOLASA. (Glucose uptake by €, coli strains
with high levela of aldolase). Babul, J. ¥ Erasnkal.
D:6:: Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile y Harvard Medical School, EE. AL

En una via metabdlica hay reacciones que se encusntran
alejadas del equilibrio porque las enzimas que las cata—
lizan no son 1o suficientemente activas para lograr el
equilibrio entre los sustratos y los productos. Una de
las estrategias para estudiar las enzimas que restringen
el flujo de una via es determinar el efecto de la varia-
cién de sus niveles en las concentraciones de interse—
diarios y el flujo total por la via. Con el fin de
averiguar el efecto de los niveles de aldolasa en la via
glicolitica, se procedid a medir la utilizacién de glu-
cosa, la concentracion de dihidroxiacetona-P (DHAP) y
fructosa-1,6- bis-P (FBP) en cepas de E, ¢oli clomadas
con actividades de aldolasa cinco veces (fba-35) y 3040
veces (fba-40) mayores que las cepas control (fba-1).

Las células se crecieron asrdbicamente en un wsedio
completo hasta la fase logaritmica temprana, se reses—
pendieron sn wedio minimo y se incubaron a 30°en presen—
cia de nitrégeno, glucosa 0,2%X y cloramfenicol, en wn
volumen de 4-10 el. La concentracién de glucosa se midié
con la glucosa oxidasa en el liquido sobremadante de la
suspensién celular y la concentracién de DHAP y FBP se
uidié en extractos percléricos nevtralizados siguwiendo
la oxidacién de NADH despuéds de agregados sucesivos de
glicero-P dushidrogenasa, triosa—P deshidrogenasa y
aldolasa.

No se observaron grandes diferencias en la wtilizacién
de glucosa entre fba-i, fba-5 y fba—40. Los niveles de
DHAP y FBP de fba-5 fueron iguales a los de fba-1; los
de DHAP de fba-40 fueron tres veces los de fba-1 y los
de FBP la mitad de los de fba—1. Esto sugieve que la
reaccién que cataliza la aldolasa no tiewe una partici-
pacioén importante en la regulacién de la via glicoliti-
ca.

Financiado por Harvard Medical School y Fondecyt.
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LODALIZACION DEL MECANISND DE FOTOTARMEDULCION BN FOTORRELEPTORES BJE
LIMRUB, (localization of the phototramsduction mechamiss in Lisvles
photoreceptors). J. Bacigalupo y E.C. Johmson Depto. de Biologia, Facltad
de Cioncias. Universidad de Ovile y Marshali Univ. School of Mediciss. Dept.
of Physiology Huntington WV. . USA.

€1 some de los fotorreceptores ventraies de Limules estd sebdividido
on dos 1ébulos, el rabdomirico (R) y el arshdomdrico (R). Usando diversss
técnicas exparissntales se ha demcstrado previswente que la fototrassdeccién
ocwre enel lébulo R, donde se encwmiran las sicrovellocidedes que
contionen la rodopsina. Usando estimulacién lwminoss focel se demostréd que
on el lébelo R se localiza la sensibilidad a la 1wz de estas células,
nientras que e lébulo R es insemsible a la luz' y que el sfecto de
adaptacién a la luz groducida localmente en el lébulo R se propaga solo a wn
arsa pequia de este®. La condwctancia activada por le luz tasbide e
locsliza en el lébulo R%.  Nosotros hemos estudiado @@ grado de
compartansntalizacién de 1a fototransduccidn en el lébulo R wsando vesiculas
obtenidas de este lébulo de dos sanwras distintas. Uma consistié en resover
de la célule w microelectrodo intracelular 1leno de KCI 0.3 ¥ sadiante o
deslizamiento lateral de mste. Esto deja en la punta del microelectrodo wna
vesicula de aproximadamenta | wa de didmstro. De esta vesicula registrascs,
n respessta a estisvlos lwminosos, potenciales de receptor que tienm la
wisma forwa de la respussta macroscépica, pero com wna amplited séxisa de
aproximadamente 2 W, También obluvimos respussta a la luz de vesicelas de
1ébulo R qee ocacionaluente se forsa en pipetas de patchclasp, al retirarse
la pipsta de 1a célula en presencia de cationes divalemes, las respeestas a
la luz gereradas por estas vesiculas son tasbiin de forsa sesejante a la
macroscépica. En ambos casos se reconocen clarassnte la fase transitoria de
1a respuesta y la fase mantenida de memor sagnitud que le sigee cuando la
chlula s ha adaptado a la luz, que son propios de la respeests
microscépica.  Estos reseltados desvestran que en un volwwen muy paquedio de
la célula proveniente de las vecindades de la mawbrama plasmitica estin
contenidos los componentes necesarios para que se lleven a cabo los procesos
de excitacién y sdaptacitn a la laz.
(1) Stern ot al., 1982. J. Gen. Physiol. 80:
@) Payne and Fein. 1983. J. Gen. Physiol. 81: 767.
(3) Bacigalepo and Lisssn. 1903, latwre J04: 268

Fingciado por proyacto MFF INT-8610625.

EXTRACCION SELECTIVA Y ANALISIS ELECTROFORETICO DE PRO-
TEINAS DE MEMBRANA DE ESPERMATQZOIDES DE RATA. (Selective
solubilization and electrophoretic analysis of proteins
from rat sperm membrane). Barbieri, M:A., Bertini, F.
THEM-CONICET . Fac .Cs .Médicas, Univ.Nacional de Cuyo.C.C/
56, Mendoza(5500), Argentina.

Se piensa que la maduracién del espermatozoide en el
epididimo involucra la interaccién de proteinas de la
membrana deil espermatozoide con otras secretadas por ese
organo.,

Es entonces oportuno conocer no sdlo la composicidn
sino el grado de afinidad que tienen las proteinas con
la membrana plasmitica del espermatozoide. Con ese fin
Hemos analizado en geles de poliacrilamida-SDS las pro-
teinas de extractos de membrana de espermatozoides del
cauda epididimal obtenidas en forma secuencial con agen—
tes fisicoquimicos de creciente poder de solubilizacidn

Un tratamiento de las membranas con buffer tris-ClH de
baja fuerza idnica(pH:7.4) extrajo 4 proteinas importan-
tes de 24, 37, 54 y 59 KD respectivamente. El buffer de
NaCCyH(pH: 11) extrajo las mismas protéinas, pero en ma-
yor cantidad con excepcidn la de 37 KD que fue muy débil,
El buffer acetato(pH:4.5) por el contrario extrajo baja
cantidad de esas proteinas. Finalmente el C1K 0.6M extra
jo ademds de las anteriores,una de alto peso molecular.
Todas estas proteinas son consideradas extrinsecas con
distinto grado de afinidad.

Dos nuevas bandas aparecieron em el gel cuando las
membranas fueron tratadas con tritén X-100 y que se con—
sideran intrinsecas. En total se constata la presencia
de 25 bandas y se estima que el 50 % son periféricas.

COMUNICACIONES

EFECTOS8 DEL AMBIENTE TERMICO S8OBRE EL PATRON
TERMORREGULATORIO: (Effact
of the thermal environment on the thermore-
gulatory pattern: Callopiste palluma). Baez C.
Departamento de Biologia y Quimica Facultad de
Cisncias, Universidad de La Serana.

(Patrocinio 8.

Las variacionss del ambiente térmico origina-
das por los cambios estaciconales afectan la
actividad de las difersntes sspescies de laceér-
tidos. C,palluma, es una especie que ests
activa s6lo durants los meses de mayor radia-
cién solar, manifestando una actividad tempo-—
ral notablemente restringida en comparacién
con otras sspecie. Este patrén de actividad
circanual, seria consscusncia de una limitan-
cia termorregulatoria determinada principalme-
nte por la slevada termofilia y estenotermia,
obligandolo a permanscer en dormancia durante
los meses de baja oferta teérmica.

A fin de testar la hipétesis planteada es
cuantificé, el metabolismo. estindar (SMR) y la
temperatura corporal prefersncial (PTB) bajo
difarantes condicionas de ofexta térmica.

Loe resultados obtenidos indican que la PTB
registrada en verano fue de 39,2 £ 0.42 C,
valor que no difiere del registrado an
invierno (39.1 % 0.48 C), bajo condiciones
térmicamente G6ptimas. No obstante, en condi-
ciones de baja oferta termal la PTB disminuye
considerablemente (34.3 t 0.42 C) al igual que
S8MR, siendo e6lo un 45% del SMR registrado
bajo condicionss termicas éptimas. Los
resultados indican gque C.palluma pressnta una
elevada termofilia y estenotermia, 1o que di-
ficultaria la actividad durante la temporada
de otofo-invierno. Manifestando durante dicho
periodo una dormancia, posiblementes de tipo
facultativa. (Financiado: DIULS 130-2-33/89).

CI.E?I:B ANTI-PORINAS DE Salmonella typhi INDU-
CIDOS EN ENFERMOS DE FIEBRE TIFOIDEA. (Antibodies
induced against Salsonella typhi porins in typhoid
patients) Laboratorio de
Microbiologia, Unidad de Microbiologia y Genética
Molecular, Fac. Cs. Bioldgicas. P. Universidad
Catbdlica de Chile.

En nuestro laboratorio hemos demostrado que
los pacientes de fiebre tifoldea desarrollan una alta
respuesta de anticuerpos contra porinas de S. ¢typhi,
sedida por ELISA. Comso una forma de acercarnos a
definir el curso de la patologla hemos querido
caracterizar esta respuesta mediante la técnica de
inmunablot.

Uno de los principales problemas que se nos
presentd en el desarrollo del estudio es el efecto de
los anticuerpos dirigidos contra el LPS, los cuales
ocultan cualquier otra respuesta especifica dirigida
contra las proteinas de la membrana externa. Para
superar este problesa fue necesario adsorber exhaus-
tivamente los sueros de pacientes con LPS purificado
de S. typhi.

De esta manera, obtuvimos una fuerte reacti-
vidad contra trimeros de porinas y mds débil contra
los monbmercs, indicando que la respuesta estd diri-
gida contra la porina en su forma nativa ya que los
trimeros son lo que mds se asemeja a ésta. Tambidn
hesos observado que la respuesta estd principalasente
dirigida contra la porinoa OmpC, indicando que proba-
blemente la bacteria no expresa la porina OmpF en las
condiciones presentes sn el hospedero.

Tasbién estudiasos la respuesta contra la po-
rina OmpC de S. typhi clonada en £. coli y con frag-
sentos peptidicos de ésta, definiendo asl una regién
inmunodosinante que corresponderia a una de las zo-
nas expuestas de la proteina.

Finalsente hemos comparado la reaccidn por
inmunablot con las proteinas de la membrana externa
de otras especies y los resultados demuestran que la
respuesta es especifica para la porina OmpC de S.
typhi presentando una baja reactividad cruzada contra
porinas de S. typhimurium vy pricticamente ninguna
con porinas de £. coli.

Financiado por. los proyectos FONDECYT 2024/87 »

DIUC 16/88 y FONDECYT 619/89.
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EVIDENCIAS DE CAMBIOS CONFORMACIONALES INDUCIDOS EN PRO
TEINAS POR UN CAMPD ELECTRICO EXTERND. (Evidences of
conformationales changes induced in proteins by an exter
nal electric field) L. Barros e H. Cid. Departamento de
Biologia Mglecular, Facultad de Ciencias Bioldgicas y Re
cursos Naturales, Universidad de Concepcidn.

Evidencias de cambios conformacionales inducidos por
un campo eléctrico externo en macromoléculas bioldgicas
han sido descritos para bacteriarodopsina, subfragmento
51 de miosina y, recientemente, en ADN.

Cuando la @-lactamasa I de B. cereus es purificada
por 2 métodos diferentes (cromatografia y electroforesis
preparativa), presenta diferencias en su comportamiento
cinético, espectral, sensibilidad a cambios de temperatu
ra y susceptibilidad a inactivacion por yodo. Estas di-
ferencias pueden explicarse por un cambio conformacional
ocurrido en una de las muestras, posiblemente inducido
por la influencia de un campo eléctrico externo al gue
ha sido sometido durante los procesos de electroforesis
y electroelucién. De acuerdo a los espectros de absor-
cién al UV, este cambio conformacional implicaria la ex
posicifin de algunos residuos de tirosina y/o triptéfano.

Para establecer que el cambio observado se debe real
mente a la accidn del campo eléctrico se han realizado
los siguientes estudios:

1) separacidn de la influencia del C.E. durante el perig
do de electroforesis del de la electroelucién.

2) Utilizando una cubeta especialmente disefiada, se ha
estudiado el efecto de la intensidad del C.E. y del tiem
po de exposicidn de la muestra a éste, medido por los
cambios en el espectro WV.

Proyecto 20.31.12 (Direccidn de Investigacién, Universi-
versidad de Concepcidn.

Proyecto 89/87 FONDECYT.

CRYPTOPHYCEAE EN LAGUNA GRANDE DE SAN PEDRO, VIII REGION
CHILE. 1I.- MORFOLOGIA BAJO LA MICROSCOPIA ELECTRONICA
DE BARRIDO. (Cryptophyceae in Laguna Grande de San Pedro
VIII Regién, Chile. 1.- Morphology under the Scanning
Electron Microscopy). Basualto, S. y Parra, 0. Departa-
mento de Bot&nica, Fac. de Ciencias Biolégicas y Recur-
sos Naturales, Universidad de Concepcidn.

E1 grupo de las Cryptophyceae es un importante componen-
te de las comunidades fitoplancténicas dulceacufcolas.
Sin embargo, debido al reducido tamafio celular (formas
nanoplancténicas) su identificacién a nivel especffico
con el microscopio foténico resulta dificil, ya que mu-
chos caracteres morfoldgicos quedan fuera de 1a resolu-
cién de este instrumento.

Por tal motivo se utilizé la microscopfa electrénica de
barrido, para una visualizacién mds detallada del peri-
plasto y surco apical, caracteres taxondmicos importan-
tes en la identificacién de especies de este grupo.

E1 uso de esta metodologfa permitié identificar las es-
pecies de los géneros Rhodomonas, Cryptomonas y Pseudo-
cryptomonas presentes en Laguna Grande de San Pedro y
posterior cuantificacién y estimacién de la biomasa del
grupo. Este trabajo preiiminar revela el potencial de
la microscopfa electrdnica de barrido en estudios de
taxonomia algal y limnologia.

EVALUACION DE LA GENOTOXICIDAD DEL LINDANO Y HEPTACLORO
MEDIANTE EL ENSAYO DE MICRONUCLEO VEGETAL. (Genotocity
evaluation of Lindane and Heptachlor by plant micronu-
cleus assay). Bastfas,J. y Guerrero,C.

Depto. Agro-indus., Fac. Recursos Naturales, Universi-
dad del Bio-Bfo.

(Patrocinio: R. Godoy-Herrera).

Los pesticidas organoclorados han terido un éxito indis
cutido en el control de plagas que menoscaban la produc
cién agricola y enfermedades producidas por insectos al
hombre y animales domésticos, sin embargo, su utiliza-
cién debe disminuirse al maximo por tratarse de compues
tos quimicos que persisten en la naturaleza y que por
ello son susceptibles a biomagnificarse, con un alto
grado de toxicidad en animales y, en general, por mos-
trar muchos de ellos un eltvado efecto mutagénico. En
relacién con lo dltimo crefmos interesante estudiar el
potencial mutagénico de Lindano y Heptacloro evaluando
la induccién de microndcleos (MN) en células proliferan
tes de Spices radiculares de Chlorophytum comosum (Li-
liaceae).

Se separaron tres grugos de pléntulas: a) controles,

b) trptadas con 3x10 M de Lindano y c) tratadas con
3x10 'M de Heptacloro. Las raices fueron cortadas y fi
jadas cada 2hrs. hasta completar 24 horas, procediendo
a confeccionar los preparados de acuerdo a la técnica
convencional de aplastamiento.

Los resultados indican que los pesticidas en estudio in
ducen la aparicién de MN durante todas las horas de tra
tamiento, existiendo un alto grado de correlacién
(r=0,97381) en la formacién de MN en los dos grupos de
tratamiento (b y c).

Financiado parcialmente por proyecto 89-3114 Universi-
dad del Bio-Bio.

DESARROLLO POSTNATAL DE LA INERVACION NORADRENERGICA
DEL UTERO DE LA RATA. (Postnatal development of the
noradrenergic innervation of the rat uterus). Brauer,
M.M., Peluffo, E. y Scorza, M.C. Divisién Biologfa
Celular, I.I.B.C.E., Montevideo, Uruguay.

La inervacibén noradrenérgica del {terc de la rata ha
sido objeto de numerosos estudios. A pesar de ello
existe controversia respecto de su presencia, distri-
bucidén y significado funcional, s lo que se suma una
casi total ausencia de informacién sobre las caracte-
risticas de esta inervacién durante el desarrollo. Con
el propésito de aclarar algunos de estos interrogantes
hemos analizado el Gtero de la rata en tres diferentes
edades postnatales (30, 60 y 90 dfas; n = 30) mediante
la técnica del &cido glioxflico para la demostraciém

de fibras y terminales noradrenérgicos en cortes y ex-
tendidos de tejido (whole mounts). A los 30 dfas se
observa una sbundante inervacién asociada a los vasos
sangufineos, & las fibras musculares lisas circulares y
longitudinales del miometrio y algunas fibras pepetran-~
do en el endometrio. En el mesometrio ademéis de una ri-
ca inervacién peri y paravascular se observan fibras
libres en el mesenterio y asociadas al mfisculo liso.

A los 60 y 90 dfas el mesometrio muestra un sspecto si-
milar al observado a los 30,, pero dentro del cuermo
uterino las fibras aparecen fundamentalmsnte asociadas
a los vasos sangufneos. Desde su localizacién paravas-
cular -algunas fibras se dirigen al miisculo liso longi-
tudinal pero la capa circular y el endometrio aparegen
casi totalmente desprovistos de fibras. Este aparente
decaimiento de la inervacién noradrenérgica podria su-
gerir que dicha inervacién cumple su rol fundamental
durante el perfodo prepuberal, posiblemente ejerciendo
influencias tréficas sobre el fitero en desarrollo.
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EL BLOGUED D€ LA PROGRESION AXOPLAGNIOA INDUCE LA APARICION DE CAMALES SK BN
MBCUL0 ESQUELETICO. febwens B I. v Vergars (. Ceniro de Estudios
Cientificos de Santiago, Casilla 16433, Samtiago y Facvltad de Cienciss,
Universidad de Chile, Casilla 633, Santiago.

El potencial de accién en wisculo denervado @3 sequido por wma
hiperpolarizacidn tardia que es sediada por canales de K de baja conductan-
cia activados por calcio (canales SK), . Estos camales se bloquean con alta
afinidad por apsmina, wna toxina de abeje. Detevminacionss de wnidn de
apamina %] susstran que estos canales no se detectan en sdsculo inervado y
aparscen con la denervacién.  Por esto se ha sugerido que les canales 5K de
slsculo estin regulados por el nervio. = En ests trabajo se muestra que la
regulacién nevral del nédmero de canales 5X en sl mdsculo esquelético se debe
a wn factor neurotréfico. El tramaporte axoplismico del mervio ciitico de
ratas s# blogueé mediante la aplicacién de colchicing a 1a altera del surco
isquidtico. En les comtroles se aplicd solucién tampin. A di tiem~
pos (8 a 30 dias) despubs de la aplicacién de colchicina se widié la unidn
de apaminma %] 3 fraccionss de ssmbrana de sdsculos de la pata posterior.
Se midié en mewbranas perificadas de tébulo 7 (Rosemblatt y cols. 1981 J.
Biol. Chem, 2361 8140-8148) y wn una fraccidn enriquecida de mesbrana super—
ficial que se obtuvo por una modificacién del witodo de Scapira y cols.
(1974, BBActa 345: 348-358), que consistid en reemplazar la incubacién de {2
hrs, en LiBr 0,4 N por wna incubacion de A5 min. con heparina y colapenasa.
La wibn sixima de apamina en misculos tratados con colchicina fue de 4,0
faoles/mg proteina en la fraccién enriquecida en mewbrana superficial y de
1,3 fuoles/ng proteina en el tdibulo 7. En los controles no se detectd unidn
de apamina.  En el sdsculo denervado 1a unidn fue de 14,0y 5,9 fwoles/mg
proteina en la fraccién enriguecida en sswbrana superficial y tébulo T
respectivamente. En presencia de saponina que expore todos los sitios de
ligamen los valores de mién son 22,8 y 9,36 feoles/mg proteina para las dos
wubrenss devervadas. (os ressitados segieren que la expresién de les
camales SK de wiacelo ssquelético os regulada por wn factor newral que 1lega
al misrelo por transporte asoplésmice. Los camales SK estarian localizados
= ias dos mmbranas wsbedisdas con preferwacia por 12 wesbrama seperficial.

Finseriade par FROELYT 2589 y MR % 39981

WRIACIONESB ESTACIONALES EN ABBORCION INTESTINAL DE L.
nitidus (IGUANIDAE). (Ssasonal variation in intestinal
abmorption in .. nitidw (Iguanidae)). Beltrami, M.,
Itwrrig8.J. v Pefia, A.. Depto Biologia, Univ. Matrop.
de Cs. de la Educ. y Depto. Cs. Ecolégicas, Facultad
de Ciencias, U, Chile.

Le bDiticdie es una especie de amplia distribucion
guogréfica. con hébitos alimsntarios preferentemente
ingectivoros, con tendencia a la herbivorfa en
adultos. Raquieren para conseguir su alimsnto y
posterior digestién y abetrcién una temperatura (T) ds
actividad de 35 °C. Las diferencies estacionales en la
T corporal que pressntan algunos lagartos parecen
relacionarse con intervalos ciclicos estacionsles
debido a cambios hormonales. El objetivo del pressnts
trabajo es establecsr diferencias estaciorales en 1la
tasa de abmorcién intestinal de L. nitidss como
conescuancia ds los cambios de niveles de tiroxina.
Grupos de individuos normales, tiroprivos quimicamente
(propiltiouracilo: 0,02 ug &n 0,1 ml i.p.) y normales
inyectados con tiroxina (T4) exdégena: 0,02 ug en 0,1
ml durants 14 dias, mse sacrificaron por dacapitacion.
Sacos evertidos de intestino s incubaron a 35 °C en
un bafo con sol. fisiolégica conteniendt D-Glucosa
(10, 20, 40 mM) y L-Tirosina (2; 3,5% S5 mM). El
traneporte de estos compusstos se midié determinando
el awmento de concentracién en el interior del saco
durante 2 h por periodos de 30 min. Los resultados
mmatran gue los individuos tiroprivos pressntan una
disminucién en la velocidad de abmorcién comparados
con el grupo control. En cambio, el grupo inysctado
con T4 axdégena presenta un marcado auwssnto en relacién
a los anteriores. Adamis se obesrva diferencias
isportantes en la absorcién entre los indivicduos de
vararno y los de invierno.

COMUNICACIONES

CARACTERIZACION DE LA LIBERACION DE 3H-NORADRENALINA
DESDE LA CORTEZA CEREBRAL DE LA RATA. (Characterization
of 3H-noradrenaline release from the rat cerebral cor-
tex). Belmar J., Galleguillos X., Parada S. y Forray
M.I. Laboratorio de Farmacologia-Bioquimica, Unidad de
Neurotransmisidon Quimica, Departamento de B1olog1a Ce-
lular, P. Universidad Catélica de Chile.

En Ta corteza cerebral (cc) se encuentra un alto ni-
mero de neurotransmisores (NTs). Sin embargo, algunos
de ellos como la noradrenalina (NA), podria tener un pa
pel mds bien modulador. Esta posibilidad hace necesa-
rio replantear la caracterizacion de algunos de ellos y
de procesos fundamentales de la neurotransmisién quimi-
ca, como el de liberacién. En este trabajo se presen-
tan resultados de estudios sobre factores que modifican
los niveles de NA y la liberacién de 3H-noradrenalina
{3HNA) usada como trazador del NT enddgeno.

En la corteza occipital (CO) de animales en diferen-
tes edades y etapas del ciclo estral (CE) se midieron
los niveles de NA por HPLC con deteccidn electroquimi-
ca. En cortes obtenidos de CO y de otras regiones, se
midié tanto 1a liberacién basal como la 1nduc1da por
estimulos despolarizantes con K*, de 3HNA recién incor-
porada.

La liberacidn inducida varia con la edad, la regién
de la CC y la etapa del CE. Es muy alta en los prime-
ros dias de edad y luego decrece. En hembras adultas
resulto mayor en la corteza frontal. En la CU se libe-
ré mds 3HNA durante el estro. No parecen haber varia-
ciones debido al CE de los niveles de NA.

Financiado por FONDECYT Proyecto 89-0490.

CRIO-FRACTURA DE Trichanonas nalis (Freeze-
-fracture of Trichancnes 1mlis;. Benchimol, M. &
De Souza, W. - Instituto de Bloffsica Carlos (hagas
Filho, Universidade Federel do Rio de Janeiro, Brasil,

In replicas aof freeze-fractured membranes the
inner part of the cell membrane 18 exposed allowing
the examination of either the inner or the outer
membrane halves. The present repart describes the
structure of Trichamonas vaginalls, a pathcgenic
protozoa of the urcgenital tract of human. For the
experiments, cells were grown in TYM medium, washed
once and fixed for 2 h at roam temperature in 2,5%
glutaraldeyde 1in 0,1M cacodylate buffer, After
fixation, the cells were rinsed in buffer, impregnated
during 30 min with glycerol in cacodylate buffer up to
a concentration of 30%, mounted on Balzer's suppart
disks and rapidly frozen in the 1iquid phase of
partially solidified Freon 22. Freeze-fracture was
carried out at -115°C in a Balzer's apparatus equipped
with a turbamolecular pump. The materlal was shadowed,
cleaned, mounted on grids and examined with a Jeol 100
CX electron microscope. T. vaginalis plasma membrane
revealed a marked heterogeneify 1n the size and
distribution of membrane particles, where the P-face
presented a higher density of membrane particles than
the E-face. A large number of areas of pinocytosis
were seen through the plasma membrane, The flagellar
membranes  (except of the recurrent flagellum)
presented clusters of 7-13 intramembranous perticles,
forming rosettes., On the P face of the membrane of the
recurrent flagellum, organized arrays of particles,
arranged as 4 ribbons were localized only in the
portion of the flagellum facing the body and following
the long axis of the flagellum. It was possible to see
many membrane' baunded-organelles,, and in same cases,
double membrane bounded-organelles, probably
hydrogenoscames.

Supported by CNPg and FINEP.
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ANALISIS ULTRAESTRUCTURAL DE LAS CELULAS SOMATICAS
DEL. TESTICULO DE Micropogonias furmieri. (Ultracstruc-—
tural analysis of somatic cells in the testis of
M. furnieri).

Berois, N., Casanova, G. vy Brauer, M. Departamento
de Biologia Ceclular. Facultad de Humanidades y
Ciencias. Universidad de la Repdblica. Uruguay.

3

Con respecto a la dinamica espermatogenética,
s¢ han descrito para los Peces Teleasteos, dos
modelos de organizacion (Grier ct al, 1980). La
especic en estudio, scgundo recurso pesquero para
Uruguay, presenta el modelo de organizacidn denominado
cspermatogonial no restringido.

Con ¢l fin de analizar los clementos somaticos
se ha procesado ¢l material colectado en diferentes
épocas del afo, scgun la rutina para microscopia
electrénica de transmision. Se describen los constitu-
yentes del compartimiento intertubular con cspecial
cnfasis en la localizacién de las posibles células
~steroidogénicas. Las células mioides(LBC) se recono-
cen por su ubicacion y diferenciaciones citoplasmicas.
También s¢ aportan mayores detalles a los ya descritos
por nosotros (Radmilovich ct al, 1988) sobre 1la
unica célula intratubular, 1la célula de Sértoli,
la cual presenta  abundantes  cuerpos residuales
y uniones desmosomicas con sus vecinas.

En basc a la ultraestructura de las diferentes
células estudiadas se discute el posible sitio
de sintesis de los esteroides para esta cspecie.

EFECTO DE BAJO SODIO EXTRACELULAR EN LA RESPUESTA A
ANGIOTENSINA EN CELULAS DE GLOMERULOSA ADRENAL (Effect of low:Na
external on All responae in adrenal glomerulosa cells). Bonilla, 3.,
Parra, C.y Lobo, M. V. Dpto. Fisiologis y Biofisica, Faculiad de Medicins,
Universidad de Chile.

Con el propdsito de estudier si una disminucién en la concentracién de
sodio extraceluler cousa alteraciones en el metabolismo del caicio en
célules aisladas de glomeruloss de adrens] de bovino y su pesible relacién
con la respuesta a Angiotensina [1 (All), se determind la entrada d2 calcio
midiendo la captacion inicial de Ca® en células incubodas en soluciones
isotonicas en les cuales el sodio fue reemplazado ya ses por cloruro de
coling o litio o por N-metil-D-glucamina. Ademés se determind la
velocided de salida de Ca® y los niveles de calcio en el equilibrio, al cabe
de 3 hrs. de incubacion en condiciones de bajo sodio.

Los resultados sefialan que el reemplazo de Na externo por cusiquiers
de los cetiones arribe sefialados produjo un sumento significetivo en la
entrada de Ca®, 1a cual se vié acompafiada de una disminucion en la salida
de este isdtopo. Cuando se midid 1a permesbilidad al ion K en condiciones
de bajo Na, se encontré un sumento significativo con respecto a los valores
determinados con Na normal, retornando a estos valores en presencia de
bloqueadores de canales de K dependientes de celcio. Al realizer estos
estudios en presencia de All resultd interesante el hecho que esta hormona
fue incapaz de inhibir 1a permeabilidad a1 K cuando la concentracion de Na
fue inferior & 25 mM, condiciones en les cusles la .respuests
esteroidogénica fue silo trensiente y de menor magnitud que con
concentraciones fisiologicos de No externo.

Se conciuye: En células de glomerulosa el Na extracelular afecta el
metabolismo del calcio, produciendo tanto un aumento en 1a entrada como
una disminucion de 1a salida de este ion. Como consecuencia del sumento
del calcio celuler se activan en canales de K dependiente de calcio, les
cuales no son inhibibles por Angiotensina como acurre con Ne normal. Se
postula que 1a pérdide de inhibicion de 18 permeebilided al potasio por Afl
podria ser la cousa por 1a cual la respuesta esteroidogénica es solo
transiente en condiciones da bajo Na extracelular
(Proyacto FONDECYT 53/88).
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EFECTO DE LA CASTRACION,TESTOSTERONA Y DEXAMETASONA SO-
BRE LA ACTIVIDAD DE CITOCROMOS C OXIDASA Y P450 EN ADRE
NAL DE RATAS ADULTAS MACHOS. (Effect of the castration,
testosterone and dexametasone on cytochrome ¢ oxidase
and cytochrome P450 activities in male adrenal rats).-
Bianchi R.,piezzi,R, ,Sateom G, ,Souto,M. and Fogal,T.
Instituto de Histologfa y Embriologia. Facultad de Cien
cias Médicas, U.N.Cuyo. Mendoza. Argentina. -
Se han observado importantes diferencias en glandulas
adrenales de machos adultos en relacidn con la adminis-
tracidn de diferentes drogas, en numercsas condiciones
experimentales. (Colby,'72;Kitay, '64;Malerdowics,'74).-
Es conocido ademdis que la castracién provoca incremen-
to en el peso y volumen adrenal. El objeto del pregente
trabajo fue estudiar la actividad enzimatica especifica
de las citocromos ¢ oxidasa y P 450,como Indices de ac-
tividades respiratoriacmitocordrial y esteroidogénica.
Se usaron cuatro grupos de animales:controles(G1),cas-
trados(G2), castrados tratados con testosterona(G3) y
castrados tratados con testosterona y dexametasona(G4).
Los métodos utilizados en corteza adrenal fueron: Coo-
perstein y Lazarow('51)para citocromo ¢ oxidasa y Omura
y Sato('64) para citocramo P 450. Los resultados fueron
los siguientes:En citocromo cno se observan diferencias
significativas (p<£0.5) entre los grupos G1,G2 y G4. La
mixima actividad se encontrd en G3(p {0,001).En citocro
mo P450 no se observan diferencias significativas entr@
G1 y G3,en cambio G2 y G4 mostraron diferencias signifi
cativas (p«{0.001) con respecto a los controles.G4 mos-
trS el 52% de la actividad enzimitica del control.
€n conclusidn:el efecto inespecifico de la testostero-
na en la citocromo ¢ oxidasa o el especifico de la mis-
ma hormona sobre citocromo P450 estarian controlados
por la secrecidn de ACTH hipofisiaria. Los resultados
presentados proporcionan nuevas evidencias de la rela-
cidn entre las funciones respiratoria mitocondrial y
esteroidogénica corticoadrenal y la gonadal de ratas
machos adultas.-

ANALOGIA ENTRE PEPSANURINA Y BRADICININA (BK).(Analogy
between pepsanurin and bradykinin). Boric M.P. vy
Rablerq J.S., Depto. de Ciencias Fisiolégicas,
P.CC.BB., P. Universidad Cat6lica de Chile.

La pepsanurina (PU) es un factor antidiurético 1i-
berado por pepsina desde globulinas plasmaticas, su
estructura quimica no es conocida pero es inactivada
por quimiotripsina. La administracion intraperitoneal
(ip) de PU cruda inhibe la accion del. Factor Natriu-
rético Atrial y produce acumuiacion de liquido ip. Este
aparente efecto inflamatorio de PU, unido a que pepsina
libera procininas a partir del cinindgeno, nos hizo
estudiar las posibles analogias entre PU y BK.

PU produjo escape de macromoléculas en la microcir-
culacion de mejilla de hamster, al igual que BK. Ade-
mis PU cruda contiene entre 0.5 a 1.5 ug/ml de mate-
rial *tipo-cinina" determinado por RIA especifico para
BX. Se encontro correlacién entre el contenido tipo-
cinina y la actividad antidiurética (AAD) de diversos
preparados de PU. Por otra parte, PU ultrafiltra por
membranas amicon PM-30, pero es retenida por UM-10 y
también por Spectrapor/3, estiméndose un peso molecular
entre 3 y 10 Kd, muy superior a BK.

La administracion 1p de BK (1 ug/100 @), no tuvo AAD
y produjo acumulacion de 1iquido ip, similar a PU acti-
va. Al adicionar BK a PU envejecida (sin AAD pero con
igual concentracién proteico-oncotica que PU fresca) se
obeservé AAD y mayor acumulacion de liquido ip.

PU ultrafiltrada y dializada no produce MNAD poc via
intravenosa, pero produce vasodilatacion de corta dura-
cion, similar a la producida por dosis equivalentes de
BX segin RIA. Sin embargo, a diferencia de lo que pasa
con BK, PU no es inactivada en su paso por el pulmon.

Estas evidencias sugieren que PU podria ser (o
contener) una procinina de alto peso molecular, que
comparte alguna de las propiedades de BK, pero ademis
tiene AAD por via intraperitoneal, no atribuible a
acumulacion de liquido ip.

Pinanciado por Provecto FONDECYT 642/89.
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MECANISMOS DE TRANSPORTE DE AMINOACIDOS EN GLANDULAS
OXINTICAS AISLADAS. (Mechanisms of the amino acid trans-
port systems in isolated oxyntic glands)., Bravo,I., So-
brevia,L., Fuentes,0. y Rojas,S. Dpto. Ciencias Fisioly
gigas, Fac.Cienc.Biol. y Rec.Nat. Universidad de Concep
cibn.

En publicaciones previas describimos la cin8tica y es-
pecificidad de los sistemas que transportan aminodcidos
neutros a nivel de 1a interfase sangre-tejido en el es-
témago perfundido. Este trabajo constituye la primera
etapa de los estudios realizados en glandulas oxfnticas
aisladas, con el fin de identificar los sistemas de
transporte de L-aminodcidos neutros, acidicos y catidni
cos y la membrana involucrada en el proceso,

Glandulas aisladas de la mucosa corpofiindica del cone
jo fueron incubadas en un medio basal con un aminodcido
marcado (aa) con H3 (15-60 s), centrifugadas y lavadas
para medir en el pellet hidrolizado la fraccidn de aa
captado por las cé&lulas. Alanina y trigféfanglfueron
captados en 5.3:0.8 y 0.95+0.04 (nmol.mg ~.min ).10-3
respectivamente. Después de agregar al medio de incuba
cidn alanina no-marcada, un andlogo u otro aminodicido
se pudo observar que: a) la captacidn de alanina sigue
una cinética de saturacidgn con una Kt = 1.42 mM y Vmdx=
4,33x10~3 nmol.mg-l.min=1, y b) 1a captacién de alani-
na fue significativamente inhibida por serina 1mM y en
ausencia de Na*, pero no por leucina.

Los resultados obtenidos indican que en la membrana
basolateral glandular operan sistemas de transporte de
aminodcidos sodio~dependientes similares a 1os caracte-
risticos de las células eucaridticas, tal como se encon
trd en estdmago perfundido.

Financiado por Proyecto D.I. 20.33.38. Con la colabora
cibn de 1a alumna de 6° afio Medicina Srta. Betsabé Fer-
néndez.

Dpto. Ciencias Bisicas, Universidad del Bfo-Bfo

ROL DE LAS CELULAS SOMATICAS EN LA EXPRESION DEL
SEXO GONADAL DE r (Troghita) trochifgrmis
{MOLLUSCA, MESOGASTROPODA). (Role of the somatic cells in
the expression of the gonadal sex of Calyptraea (Trochita)
troehiformis (Mollusca,Mesogastropoada). Brown D.. Depto. Biol.
Cel.y Genetica, Facultad de Medicina, U. de Chile.

El hermafroditismo consecutivo protandrico en C, (T)
trochuformis se expresa en la génada tempranamente con la
espermatogénesis de espermatozoldes aplirénicos y
eupirénicos: vy luego de una transicion, con la ovogénesis ce
ovocitos ricos en vitelo, terminal en el cicla de vida. En el
esbozo gonadico del compartimento gametogénico, las celulas
somaticas formarfan un epitelio, separador de células
germinales espermatogenicas luminales y avogénicas basales.

«Para evidenciar su rol compartimentalizador se procesaron

anitmales indiferenciadaos. machos en transicion y hembras, para
M.0. y ME.T. Se ust lantano como trazador de espacios
intercelulares v criofractura para uniones intercelulares. Se
hizo R.A.G. usando timidina tritiada como marcador de
actividad proliferativa.

Un esbozo gonadal con una celula germinal primorgdial v
cejulas somiticas forma uh tubulo ramificado. Las celuias
somaticas separan células germinales adluminales v adbasales,
formando un epitelio con uniones intercelulares, desmosomas,
septadas y uniones de comunicacién (gap) desde su apice. En el
macho el lantano llena espacios intercelulares desde basal y
luminal, pero no las uniones septadas "pleated y smooth" entre
somaticas de Sertoli. Su desorganizacién transicional y
ausencia entre somaticas foliculares que rodean los ovocitos
en la hembra, permiten acumulacion cel lantano. En la
espermatogenesis adluminal hay gonias y citos preleptotenos
con marca radioautografica y hacia el £inal de la fase masculina
v transicion hay ovogonias basales marcadas; 1niclandose la
fase femening

Las ctlulas somaticas compartimentalizarian a germinales
en un microambiente luminal espermatogenica y uno basal
ovogenico, donde tienen una protiferacion diferencial.

Agraoezco al Dr. E. Bustos-Obregen. Unidad Biol. Reprod.
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ESTUDID SOBRE LA REPRODUCCION Y BIOMETRIA DE Fissu—
rella pulchra. (Study on the reproduction and bio-
metry of Fissurella pulchra.) BRETOS, M., CHIHUAI-
LAF, R.H. Departamento de Ciencias Bésicas, Facul-
tad de medicina, Universidad de La Frontera, Casi-
lla 54-D, Temcuo, Chils.

Entre las lapas que habitan el litoral chileno,
es Fissurella pulchra una de las especises raras.
No se dispone de informacidn acerca de la biologia
de estos moluscos. Se ha emprendido es presents
trabajo con la finalidad de aportar los primeros
antecedentes respecto de su reproduccidn y definir
sus caracteristicas biométricas.

Se analizaron ejemplares recolectados en Huayqui-
que entre Octubre de 1978 y Marzo de 1980. Se de-
termind el sexo mediante diseccién, el peso fresco
del animal, su concha y su génada, y las medidas

- lineales de la concha. E1 estado reproductivo de

cada individuo se evalud mediante el indice gona-
dosomético (IGS).

Se obtuvieron ecuaciones para definir cada una
de las relaciones morfométricas y gravimétricas
del taxdn en estudio, con altos indices de correla-
cién. F. pulchra presenta sexos separados. La pro-
porcidén de sexos es de 1:1 entre los individuos se-
xados, detecténdose ademds 11 especimenes juveniles
de sexo indeterminado. No se observaron signos de
hermafroditismo ni de inversién de sexos. El IGS
promedio por muestreo mostré variaciones, presen-
tando los valores més altos en Abril (otofio) y en
Noviembre (fines de primavera).

Las caracteristicas reproductivas de f. pulchra
son similares a las que presentan otras especies
del género. Los resultados sugieren que estos gas-
trépodos presentan mds de un periodo reproductivo
por afio en la zona de estudio.

EFECTO DE UN BLOQUEADOR BETA ADRENERGICO SOBRE EL TRANSPORTE
EMBRIONARIO (Effect of one beta adrenergic blocker on embryo's
transporl) Bruzzone, M.E v Chivez, M. Departomento de Fisiologia y
Biofisica, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

Anteriormente demostramaos que 8l DL-propranolol, administrado por
via intrauterina el dia 1 de prefiez en 1a rata, inhibe le implantacion.
Este efecto podrfa owribuirse & und aceleracion cel transporte
embrionario.

Para dilucider esta hipotesis estudiomos el cfecto de este beta
bloqueador sobre dicho transporte, utilizendo cuatro grupos de ratas
prefiades de la cepa Sprague Dawley. Los grupos 1y 2 fueron instilados el
dia 1 de prefiez con 0,2 mt de DL-propranolol 37,5 mM en el cuerno
uterino derechoy 0,2 mi de suero fisioldgico (SF) en el cuerno izquierdo.
El grupo 3 recibié DL-propranolo! en ambos cuernos uterinos y se 1igo el
cuerno dereche en su extremo inferior. Al grupo 4 se le administrd la
droga en el cuerno deracho, el cual fue ligado, y el cuerno izquierdo fue
instilado con SF. Las ratas de Jos grupos 1, 2y 3 fueron laparaiomizades
endia S y se realizb un Nushing de los cuernes uterinos pare observar los
embriones bajo microscopia dptica (grupo 1 alas 8:00 hrs., grupess 2y 3
2185 11:00 hrs.). 'E1grupo 4 fue laparatomizado el dia 9 para visualizar
ol N°* de implantaciones.

A las 8:00 en el grupo ! no se encontréd diferencia entre el N* de
embriones provenientes del cuerno tratado (3,0) y del cuerno control
(3,6); en cembio, a les 11:00 en el grupo 2 se obtuvo un menor N* de
embriones del cuerno tratado ( 1,2), que del control (3,8). Enel grupo 3
se encontrd un mayor N°* de embriones en el cuerno derecho (2,9) que en
el izquierdo (1,9); sin embargo, en el grupo 4 no se encontré
implantaciones en el cuernc derecho comparado con un N° normal en el
cuerno izquierdo (4,8).

Estos resullados sugieren que el DL-propranolot aceleraria levemente
¢l transporte de embrionés en el utero pero io més relevante es que no
implantan, lo cual podria deberse a alteraciones del endometrio.



COMUNICACIONES

INDUCCION DEL. PROTO-ONCOGEN C—REL DE RATON POR SUERO
Y PMA EN FIBROBLASTOS. (Induction of wmurine c-rel
protooncogene with seruam and PMA in fibroblasts).

Bull, P., Yy Versa, I.H. Depto. Biologia
Celular, P. Universidad Catélica de Chile y The Salk

Institute, San Diego, CA.

El proto-oncogen c-rel es uno de los proto-onco-
genes menos estudiado. Se expresa predosinantesente
en células linfoides. En este trabajo averiguamos si
c-rel es uno de los genes de expresién temprana, es
decir, si su expresién se estimula cuando la célula
e@s inducida a entrar en divisién celular.

Fibroblastos de ratén NIH 3T3 se hicieron
quiescentes por inhibicién por contacto y deprivacién
por suera. Luego se@ incubaron por tiespos variables
con suero fetal de bavino (FBS), cicloheximida (CHX),
FBS mds CHX, o PMA, posterior a lo cual se extrajo
RNA citoplasmadtico. Se determiné el nivel de expre—
sién de c-rel por proteccién de RNasa con una sonda
obtenida por PCR, y por inmunoprecipitacién.

Por incubacién con suero, la expresién de
c-rel se induce a nivel transcripcional. La induccién
es transiente, volviendo los niveles de RNAm de cTe]
a niveles basales al cabo de tres horas. CHX estabi-
liza el mensaje de c-rel, observindose una superin-
duccién. CHX por si sola es capaz de aumsentar los
niveles de RNAm de c-rel, presumiblesente impidiendo
la sintesis de un represor labil. PMA también induce
la expresién de c—rel, sugiriendo que este gen estd
regulado por la via de la proteina kinasa C.

Se concluye que c-—rel es otro msiesbro de
la familia de los genes de expresidén temprana. Su
RNAm tiene una vida media de { hr y los niveles de
expresién no sobrepasan las 100 moléculas de RNAs
por célula en condiciones de estimulacién.

(Financiado por Fogarty International Center).

RASGOS ESTRUCTURALES DE B -LACTAMASAS (Structural fea-
tures of B-lact ) M. Bunster, V. Vargas. Depto.
Biologia Molecular. Fac. Ciencias Biolégicas y Recursos
Naturales, Universidad de Concepcién.

Este trabajo plantea un enfoque al estudio estructu-
ral de proteinas ejemplificado en la f-lactamasa clase A
de B. cereus. Este enfogque considera la formulacidn de
un modelo estructural para la f-lactamasa, basado en es
tudios de prediccifn de estructura secundaria, que consi
dera dos dominios continuos, en el cual se sefiala la pro
bable ubicacién del sitio activo.

Este primer modelo sugiere los test experimentales
necesarios para averiguar su validez. Si el modelo es co
rrecto, entonces debe cumplirse que:

- la hidrdlisis de la cadena polipeptidica en condicio-
nes no denaturantes con BrCN debe generar ambos domi
nios completos debido a la ubicaci6n de los residuos
metionina.
La hidrélisis controlada de la cadena polipeptidica
con tripsina debiera evidenciar la aparicifn prierita-
ria de péptidos de tamafio semejante a los dominios con
siderados.

Los resultados indican que lo més probable es gue es
ta enzima presente una estructura muy semejante a la de
otras (3-lactamasas Clase A.

Proyecto 20.31.12. Direccibn de Investigacian, Universi
dad de Concepcién.

Proyecto 89/87. FONDECYT.
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EFECTO DE ANESTESICOS SOBRE LA ACTIVIDAD DE CANALES DE
CALCIO DE RETICULO SARCOPLASMATICO. (Bffects of
anesthetics on the activity of calcium channels from
sarcoplasmic reticulum). Bull, R. y Magrengo, J.J.
Departamento de Fisiologia y Biofisica, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile.

Los anestésicos modifican la liberacién de calcio
por el reticulo sarcoplasmitico (RS) de misculo
esquelético. El anestésico general halotano es capaz de
inducir liberacitén de calcio, en especial en individuos
susceptibles de sufrir crisis de hipertermia maligma.
Los anestésicos locales tetracaina y procaina inhiben la
liberacion de calcio, mientras que cocaina y lidocaina la
potencian. Hemos fusionado vesiculas de RS de
Caudjverbera caudiverbera con bicapas planas de
fosfolipidos, obteniendo registros de canales de alta
conductancia (100 pS), activables por ATP y Ca en el
compartimiento citosélico.

Halotano 13 provocS, en condiciones de pCa 6.0 en
el compartimiento citosSlico, un aumento del tiempo
fraccional abierto (Po) de 0.33 t 0.05 (x + SEM) a 0.70
%t 0.07, sin modificar la conductancia. Este cambio se
debié a un aumento de las constantes de tiempo abierto y
a una reduccién de las constantes de tiempo cerrado.
26 M halotano auments Po hasta 0.97 ¢ 0.01. Cambios
similares se obtuvieron a pCa 6.5, pero con concentra-
ciones mayores de halotano. A pCa 7.0, halotano 130 pM
no tuvo efecto.

Tetracaina, en concentraciones de 0.1 a 2 sM, auments
Po en canales que presentaban inicialmente Po < 0.1 (pCa
6.5), favoreciendo ademds la aparici6n de niveles de
menor conductancia. Similar efecto se produjo en canales
con Po > 0.5. En este caso se observs ademds eventos
cerrados de larga duracién.

Ruestros resultados contribuyen a la comprensién del
mecanismo de accién de anestésicos en condiciones
norsales y patolégicas.

Financiado por FONDECYT 902 y 972, NIH GM35981 y DTI
U. de Chile 2123.

MADURACION DEL ESPERMATOZOIDE DE GALEA MUSTE-
LOIDES DURANTE EL TRANSITO EPIDIDIMARIO (Sperm
maturation of Galea musteloides during epididymal tran
sit). Burgos, M.H., Gutiérrez, L.S. y Fornés, M.W.
Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de
Cuyo, Mendoza, Argentina.

El espermatozoide de esta cavia salvaje durante el
periodo reproductivo, llega a la primera porcidn del
epididimo en estado de inmadurez morfoldgica y funcio-
nal. La forma del acrosoma cambia de aplanado a fuerte
mente incurvado durante el trdnsito. La reaccidn para
polisacdridos (Methenamina-Plata) también revela una
remodelacién. La reaccién para localizar colesterol
(Digitonira) se hace aparentemente mis intensa en la
regidn acrosomal durante el trdnsito y no se presenta
en la regidn postacrosomal. A su vez esta region reve-
la por criofractura en la fase P de la membrana plas-
matica un aumento en el nimero de particulas de 13-nm.
Este aumento que es significativo corresponde a las
proteinas irtramembranosas.

Durante el trinsito epididimario los esperwmatozoides
establecer estrecho contacto con las microvellosidades
gigantes (esterocilias) de las células principales del
epitelio. Resulta muy llamativa la formacidn de vesi-
culas en el extremo de las esterocilias en el caput y
la implantacidn de las cabezas de espermatozoides entre
las esterocilias en la regidén caudal. Se postula que
esta aparente interrelacién tendria significado en el
proceso de maduracidr,

Con apoyo del CONICET, Argentina.
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FUEGO EN EL MATORRAL: EFECTOS A CORTO PLAZO.
(Fire in the shrublands: short-term effects).

, BR., Grez, A.A. v 8i i, J.A.
Dépto. Ciencias Ecolégicas, Facultad de
Ciencias, Universidad de Chile.

Los efectos inmediatos y & corto plazo del
fuego sobre la diversidad biolégica del
matorral escleréfilo centro-chileno han sido
poco estudiados. En particular se carece de
comparaciones de la diversidad y abundancia
de organismos antes y después de un incendio.

Nosotros estudiarmos la diversidad y
abundancia de arbustos, artrépodos b4
micromamiferos en matorral con baja y alts
cobertura arbustiva durante 18 meses antes e
inmediatamente después (3 dias a 6 meses) de
un incendio.

La riqueza de especies, cobertura, pldntulas
vy semillas de arbustos son reducidas por el
fuego tanto en matorral ralo como denso. Los
artrépodos de suelo son més abundantes
después del fuego en matorral ralo,
disminuyendo en matorral denso. La riqueza de
especies y abundancia de micromamiferos es
menor en ambos tipos de matorral después del
fuego, pero este efecto se expresa sélo
después de dos meses de ocurrido el incendio.
En sintesis, el fuego empobreceria la biota
del matorral, en términos de diversidad y
abundancia. Estas reducciones se expresan =a
distintos tiempos después del incendio.

Financiamiento parcial: DTI ' 2596-8824 &
Fondecyt 847-89

VARIACION VERTICAL DIURNA DE Microcystis aeruqinosa
{Kuetz) ASOCIADO A LA LUZ QUE RECIBEN Y LA FIJACION
DE CARBONO OUE REALIZAN (LAGUNA DE ACIREO 33°50°S,
70°54°W) . (Vertical diurnal distribution of Mycrocys-
tis aeruginosa (Kuetz) associated with irradiance and
primary productivity (Laguna de Aculeo 33°50’S,
70°54°W). Cabrera, S. Del Rio, E. y Montecino, V.
Depto. Biol. Cel. y benética, Fac. Med. y Depto. Cs.
Ecolégicas, Fac. Ciencias, U. de Chile.

La fotosintesis depende de la 1luz. En
ecosistemas acuidticos se cuantifica por liberacién de
oxigeno o fijacién de C*4. Con ambos métodos las
microalgas deben ser mantenidas en botellas a profun-
didades discretas durante la incubacién. En Laguna de
Aculeo se habia observado grandes biomasas superfi-
ciales de M. asruginosa en la ®afana y después del
mediodia éstas se hunden. El viento favorece la mez-
cla o ellas se mantienen en profundidad para evitar
las mayores irradiancias. Se midi6: abundancia de
pigmentos, cantidad y calidad de luz, temperatura y
fijacién de C** en toda la columna de agua a las 11
y 14 hrs. en enero de 1988. Se observé que la cloro-
fila integral de la columna de agua, no varia sino
que se redistribuyen las wmicroalgas. .lLa transmision
de las diferentes longitudes de onda en el agua cam—
bian durante el dia, pero el rango del rojo se man-
tiene como el senor coeficiente de extinci6n, luego
es el que penetrard mads profundamente. Se pretende
demostrar que estas wmicroalgas evitarian las irra-
diancias del mediodia. Al interpretar el proceso de
fotosintesis debemos tener presente: quien lo
realiza, cuales son las condiciones ambientales en
que se produce y la posibilidad que las microalgas
puedan ubicarse en las profundidades o6ptimas para
recibir las irradiancias mis adecuadas en las cuales
la tasa de fotosintesis sea elevada evitando con ello
tasbién, el proceso de fotorrespiracién, propio de
las mayores intensidades de irradiancias.

Financiado por : D.7.I. N 2449-8835; FONDECYT 0854).

CITOESQUELETO AXONAL: SINTESIS LOCAL 0 FLUJO
LENTO0? (Axonal cytoske;eton:locally synthetised
or slowly transported?) Bustos, J., Vial, J.D.
Alvarez, J., U. NeurobioTogia ﬁolecular, Fac.
Ciencias Biolégicas, Universidad Catélica.

Existen 2 hipétesis explicativas del origen
de las proteinas del citoesqueleto axonal: una
asume que ellas provienen del soma por flujo
lento y la otra asume que son sintetizadas lo-
calmente en el axén. Para discriminar, aplica-
mos localmente al nervio inhibidores de la
sfntesis de proteinas, ya que las predicciones
que emergen de dicha hipdtesis son diferentes.

Manguitos de silicona impregnados en drogas
fueron colocados en nervio sural de rata. El
efecto se evalu6 a los 7 dfas con ME transmi-
sifn. )

E1 manguito por si solo no perturbé el
tejido. Cicloheximida y emetina, inhibidores de
la sfntesis ribosomal de proteinas, disminuye-
ron notoriamente neurofilamentos y microtidbulos,
&stos ({1timos fueron 30% del control; en 1la
célula de Schwahn, estas drogas provocaron un
aumento del citoplasma y del compartimento
membranoso. Estos efectos fueron reversibles.
Actinomicina D, inhibidor de la transcripcién,
destruy6 la célula de Schwann, sin alterar ma-
yormente al axdn, Esto sugiere que alteraciones
de la célula de Schwann no afectal al axén. E1
tejido tenfa aspecto normal proximal y distal
al sitio de aplicacifn de drogas.

La hip6tesis que asume la sintesis local
del citoesqueleto axonal explica estos resul-
tados sin supuestos adicionales, no asy la que
asume el transporte del citoesqueleto.

Expresién de isoenzimas de fosfatasa alcalina durante

el desarrollo inicial de ratén (Isoenzymes of alkaline

phosphatase in early mouse development). (Cachicas,
FCB, P. Universidad Catélica.

Durante el desarrollo inicial del ratén, la
actividad de fosfatasa alcalina (FAL) ha sido usada
como un marcador de diferenciacién, porque su
actividad se reconoce desde el estado de 4 células
tardio y su localizacién revela una regionalizacién
de la membrana plasmitica. 8in embargo, no se sabe
cual o cuales isoenzimas de FAL se expresan durante
este perfodo. BEs posible que se trate de una o varias
formas de FAL que podrian ser exclusivas de esta etapa
inicial del desarrollo.

Para estudiar este problema hemos producido un
panel de anticuerpos monoclonales (AMC) de rata, gque
reconocen antigenos de superficie comunes a células de
terato- carcinoma de la linea F9 (TC-F9) y embriones
iniciales de ratén. Mediante un ELISA modificado, se
seleccionaron 10 AMC gue retienen la actividad de FAL
presente en un extracto de células TC-F9. La
localizacién de los antigenos reconocidos por estos
AMC, mediante inmunofluorescencia indirecta, mostré
que: 3 AMC reconocen epitopos de FAL presentes desde
el estado de oocito y 7 AMC reconocen epitopos de FAL
cuya expresién surge durante la segmentacién. La
localizacién de uno de estos AMC es similar a 1la
descrita con un ensayo citoquimico que rewvela 1la
actividad de FAL en embriones. Estudios con extractos
de tejidos diferenciados que expresan las isoenzimas
de FAL y con L-fenil-alanina, sugieren que en este
periodo del desarrollo se expresa el gen de FAL que
codifica para la forma no especifica de tejido. Estos
resultados ademss de los estudios de actividad de FAL
en oocitos y embriones, en presencia y ausencia de L-
fenil-alanina, sugieren la presencia de al menos 2
isoenzimas de FAL en el desarrollo inicial, una de
origen materno y otra producto de la embriogénesis.

Financiamiento parcial: FONDECYT 1171/88.
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PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA DE Rhizobium meliloti
(Outer membrane proteins of Rhizobium meliloti)

Calderdn,I., Mery,V. y Urzia,H.® Unidad de M c;*obm-
Togfa y Genetwa MoTecuTar, Facultad de Ciencias Bio-

16gicas y *Facultad de Agronomia, Pontificia Univer-
sidad Cat6lica de Chile.

Las bacterias del género Rhizobium son bacterias
Gram -, por lo tanto, se caracterizan por presentar
una membrana externa. Como otras bacterias de este
tipo, poseen un bajo nimero de proteinas diferentes
en ella. Se tiene antecedentes que estas bacterias
al pasar del estado libre al estado de simbiosis con
las rafces de las Leguminosas, sufren una serie de
cambios tanto metab6licos como en su estructura,
siendo una de ellas la membrana externa.

En este trabajo se ha comenzado 1la caracteriza-
cién de Membrana Externa de Rhizobium meliloti. Esta
bacteria ha sido crecida en el laboratorio en los me-
dios de cultivo tradicionales y en esas condiciones
presenta alrededor de 14 proteinas de membrana exter-
na, 3 de las cuales estarfan formando agregados, ya
que no bandean en geles de poliacrilamida-SDS, sin
haber sido calentados previamente a 100°C por 5 mi-
nutos.

Se ha purificado parcialmente una de estas pro-
teinas usando una columna de filtracién en fractogel
TSK-HW 55F, la que da un peso molecular entre 30-40
kDa, con las que se realizaran ensayos de incorpora-
ci6én en 1iposomas para estudiar sus caracteristicas
de permeabilidad.

ESTUDIOS DE LA MUCOSA DE LA MOLLEJA EN EL POLLO, EX
RELACION CON EL FENOMENO DE CITOPROTECCION (Studies
of the chicken gizzard mucoes in relation to cytoprotection)
Cambiazo, Verénica, Ironcoso, Victor , Messen. LIKY ¥
Garrido, Jorge. Unidad de Estructurs y Funcién Celutar y
Tisular, Depto. de Biologia Celular y Molecular, Facultad de
Ciencias Biolégicas, Pontificia Universidad Catélica de Chile.
Con ol propdeito de estudiar los mecanismos cefulares y
moleculares que intervienen en ¢ fendmeno de
citoproteccién gistrica y sus posibles relaciones con fa
patologia llamada “erceién de ia molleja’, e reslizé un
estudio estructural y bioquimico de Ia mucoss dei
estémago triturador en polios de diferentes edades, tanto
normales cono tratados con dietas inductoras de patologia
erceiva o ulceross. Bl estudio histoquimico mostré que en
todos los casos, las glindulas tubulares presentes poseen al
mencs dos variedades celulares, productoras de diferentes
tipos de secrecién, sin obeervarse diferencias entre
animales normales y animaies portadores de Giceras; esto
fue confirmado por ¢l examen uitraestructural. El estudio
electroforético de 1a secrecién mostré ia existencia de un

aperentemente relacionadas con fa
(Financiado por proyectos FONDBCYT 346/88 y 528/89)
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SOBREVIDA DE LETSHMANTA MAJOR DESPUES DE SER INYECTADOS EN RATONES
GENETICAMENTE RESISTENTES Y SUSCEPTIBLES. (Swrvival of Leishmania
major after injection in genetically -resistant and suceptible
mice). Caldmbide, M.1., Miller, I. y Louis, J.A. (M5, Centro de
Investigacitn y Formacion en lmmlogiﬁns—ti‘in de Bioquimica,
Universidad de Lausame, Suiza.

Leishmaniasis es una enfermedad parasitaria de origen protozoa-
rio que representa un gran problema de salud plblica en varias
regiones del mundo. La infeccitn del habre con el pardsito
presenta un awplio espectro de enfermedades ‘que dependen de la
especie del pardsito infectante y de la inmunidad del huesped.
Este espectro puede ir desde la remision esponténea hasta la
visceralizacion y merte del individuo. Casi todas las diferentes
formas de leistmaniasis pueden ser reproducidas en modelos animales
dependiendo del haplotipo genético. La inmunidad adquirida depende
de la interaccion de linfocitos T. especificos y de macrGfagos
infectados.

Con el objeto de determinar el destino de los pardsitos después
de la inyeccibn en el animal, se cuantificd mediante andlisis de
dilucitn limitante, el nimero de pardsitos vivos presentes en el
sitio de la infeccitn. Los resultados indican que ms del 98% de
los parésitos son destruidos en los primeros minutos post inyecciér
probablemente por mecanismos no inmunes, tanto en animales resis-
tentes (CBA) camo en animales susceptibles (BALB/C).

w;\uw U¢
§ (.
\ ,
[* BIBLIOTEGA '
;s

S ‘PROF.
S ey

‘~

%/043 Y ;59“'

HEMISFERICA DE Los COMPONENTES
(PEA):

ASIMETRIA
SENSORIALES DEL POTENCIAL EVOCADO - AUDITIVO
DEXTRALIDAD Y SEXO.

Hemispheric asymmetry of sensory AEP components:
handedness and sex. Camposano, S. y Lolas, F. Depto.
de Fisiologfa y Biofisica, Fac.de Medicina, U.de Chile.

En zurdos y mujeres existe menor tendencia a la
asimetcfa hemisf&cica anatSmica y de funciones
superioces. Los componentes sensocriales del PEA
presentan asimetrfa modalidad dependiente en hombres
diestros. Se examina la influencia de dextralidad y
sexo.

Se estimuld a 56 Ss de 18 a 35 afios, pareadvs poc
sexo y dextralidad mediante clicks binaurales de 63,
74, 87 y 97 dB (duracin 1 ms) en tarea de atencifn
pasiva. Decivaciones Cz, C3 y C4 ceferidos a ambas
mastoides, tiempo de cegistro 400 ms, pcomedios de 100
estimilos. Mediante programa cucsoc se midi6 latencia
y amplitud@ "peak to peak" de PINl, N1P2 y P2M2. Se
calcul& pendientes intensidad/amplitud y coeficientes
de asimetrfa. Mediante ANOVA se determind la
influencia de intensidad, manualidad y sexo.

La amplitud en Cz es influfda pocr los tres
factores examinados, paca PINl la influencia principal
es la intensidad. .La amplitud es mayor en el
hemisferio derecho de los diestros. La asimetria se
relaciona con manualidad, no hay influvencia del sexo.
No hay asimetria de latencia.

Pinanciado paccialmente por Pcoyecto FONDECYT
46-88.
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RESPUESTA MOLECULAR DEL Thiobacillus ferrooxidans A
LA HAMBRUNA DE FOSFATO Y AL AUMENTO DEL pH EXTERNO.
(Molecular response of Thiobacillus ferrpoxidans to
phosphate starvation and increasing of the external

W. Campos. G.l, Amace, A.M,, Steqer, M.,
&-_umm._a y Jerez, C.A, Dopartmrnto de

Ciencias Biolégicas, Universidad de Antofagasta y
Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile.

Para estudiar los mecanismos moleculares de
respuesta y adaptacion de las bacterias lixiviantes
de minerales a su entorno, analizamos e!
comportamianto de  Thiobacillus ferrooxidans,
bacteria quimiolitotréfica acidéfila, frente a 1la
falta de un nutriente esencial como fosfato, vy a los
cambios de pH externo.

Las bacterias se crecieron sin o con fosfato (0.22
mM). Para estudiar ¢1 efecto del pH, las células se
transfirieron desde pH 1.5 a 3.5 en ausencia o
presencia de Na,i9c05.

Las células crecidas en ausencia de fosfato
mostraron varios cambios, entre ellos, una clara
induccion de varias protefnas con pesos moleculares
de 80, 72, 70, 36 y 24 KDa. Algunas de estas
proteinas estin asociadas a 1a fracciéon de membrana
total de la célula, especialmente la protefna de 34
kDa. Por otro lado, e1 cambio de pH de 1,5 a 3.5
indujo 1a sintesis de una proteina mayoritaria de 3¢
kDa, l1a que podria corresponder a la proteina del
mismo peso inducida por la falta de fosfato.
Actuaimente estudiamos si algunas de estas proteinas
son inducidas también por el shock térmico que hemos
descrito anteriormente y si corresponden a las
protefnas de membrana externa conocidas como
porinas, que regulan la difusién de iones en la
bacteria.

Financiado por Prorectos FONDECYT 88-0074,
PNUD/UNESCO CH1/ 88-003 y Universidad de Chile.

DINAMICA DE ENFERMEDADES INFECCIOSAS EN
POBLACIONES HUMANAS COMO UN CASO DE
PARASITISMO (Infectious diseases dinamics in
human populations like a parasitism's case).

f . Depto. Cs. Ecolégicas, Fac.
Ciencias, Universidad de Chile.

Los micropardsitos difieren de los
macroparédsitos en numerosas caracteristicas.
Sin embargo, desde el punto de vista de 1la
dindmica de poblaciones existen algunas
seme janzas. Entre estas se destacan las
fluctuaciones en la incidencia de las
enfermedades infecciosas al ser comparadas
con las fluctuaciones poblacionales en
algunos sistemas macroparésito-hospedero.

En este trabajo se analiza desde un
punto de vista empirico el comportamiento de
un grupo de enfermedades infecciosas humanas
en Santiago., como un ejemplo de interaccién
microparédsito-hospedero.

Se encuentran fluctuaciones perfodicas
en la incidencia de Sarampién, Coqueluche vy
Escarlatina, encontré&ndose un buen ajuste con
los periodos predichos de acuerdo a modelos
teéricos. Finalmente, se realiza un andlisis
tedrico que establece la equivalencia entre
la macrodinémica poblacional de estos
microparédsitos Yy las fluctuaciones
poblacionales que se encuentran en ciertos
sistemas macroparésito-hospedero. Se destaca
esta semejanza pues ocurre en un sistema
particular en el que el hombre es el
hospedero y en el que existe una intervencién
a través de programas de vacunacioén.

"MODIFICACIONES QUIMICAS DE ARGININA EN B-LAC-
TAMASA DE SHIGELLA FLEXNERI" (Chemical modifi-
cations of arginine on B-lactamase from Shige-
11a flexneri). Campos, M., Alarcén, M., Gonza-
Tez, H. y Sanchez, R. Departamento de Quimica,
Fagultad de Ciencias, Universidad de Concep-
cion.

Con el objeto de dilucidar el mecanismo de
resistencia bacteriana a antibifticos de tanta
relevancia como las penicilinas y cefalospori-
nas, es esencial tipificar el sitio activo de
B-lactamasas. Nuestro estudio se ha centrado
en el posible rol de arginina en la g-lactama-
sa de Shigella flexneri UCSF-129, cepa patdge-
na, causante de graves estados diarreicos enla
poblacién infantil. Se trabajé con enzima puri
ficada por cromatografia de afinidad en geles
de agarosa-dcido fenilborénico. Se modificé qui
micamente la enzima con fenilglioxal, en unare
lacién molar de 1/830, inactivdndose en los pri
meros 20 minutos de l1a reaccibén, en presencia
de fosfato s6dico 50mM pH 8,3. Por electroenfo
que se constaté su modificacién, ya que se de-
tect6 una disminucién en el pl, equivalente a
la pérdida de una carga positiva. Esta fue pro
tegida por cefradina, 1o que indicaria gque la
modificacién de arginina se 1levé a cabo en su
sitio activo. Se constatd, por espectroscopia
diferencial, que el proceso no conllevé cambios
conformacionales. Resultados similares se ob-
tuvieron con 2,3 butanodiona. Esto implicaria
que un residuo de arginina seria critico para
la actividad de esta R-lactamasa, probablemen-
te como estabilizador del sustrato que tiene
la carga negativa de un grupo carboxilo en po-
sicién C-3 o C-4.

Financiado por el Proyecto N°20.1354 de la
D.I. de la Universidad de Concepcifn.

REGUIACION DE LA DURACION DE Gl Y S POR EL TAMARO
CELULAR EN CELULAS DE LA RAIZ DE ALLIUM CEPA. (Cell
size regulation of Gy and S§ length in Allium cepa root
cells). Canovas, J.L., Cuadrado, A., Escalera, M.
y Navarrete, M.H. Centro de Investigaciones Biolbgicas,
CSIC. Veldzquez, 144. 28006-Madrid. Espafia.

En trabajos anteriores hemos mostrado las curvas

de distribucién del area de proyeccidédn de la superfi-
cie celular (parametro que refleja el tamafio celular)
en puntos criticos del ciclo mitdético de A. cepa:
nacimiento. Ab; iniciacién y terminacién de S, Ai
y At; divisién, Ad (Navarrete et al., J. Cell Biol.
38, 22, 1985; J. Cell Sci. 87, 635, 1987). En esta
comunicacién presentamos un analisis tedrico de dichas
curvas que ha dado lugar a los siguientes resultados.
1. La probabilidad de iniciar S correspondiente a
células en el periodo Gl' P(1/Gy), aumenta en funcidén
del temafio de las mismas. Esta probabilidad se ha
calculado relacionando las curvas de distribucién
de Ab y Ai a fin de estimar la probabilidad de estar
en Gl a un tamafio dado, P(Gl), Yy la probabilidad de
iniciar S en la poblacién total, P(Gim1I), a igual
tamafio. Con estos datos el valor de P{1/G,)=P(GIsI)/P(C1)
se halla facilmente. Se ha descartado que el incremen-
to de P(I/Gy) se deba al aumento de la edad de las
células. Se concluye que el transito G;/S es probabi-
listico y que tiende a ocurrir mas pronto cuanto mayor
sea el tamafio de la célula al nacer.
2. El andlisis de las curvas de distribucién de Ai
Yy At apoya fuertemente un modelo de regulacién de
la duracién de S cuyas premisas son: a, grupos de
células de igual tamafio al iniciar la replicacién
del DNA, Ai, tienen igual S; b, existe una correlacién
negativa entre Ai y la duracién de S.
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PAPEL DE LA ACROSINA EN LA FECUNDACION (Role of acrosin
in fertilization), Capote, C., Pérez, C., De Icannes, A,
y Barros, C, Laboratorio de Embriologia y Laboratorio
de Inmunologfa, Facultad de Ciencias Bioldgicas, P. Uni
versidad Catdlica de CHile.

Espermatozoides de hamster preincubados por largo perlg
dos de tiempo pierden la capacidad de penetracidn de la
zona pelicida y el efecto litico sobre &sta. Se ha suge
rido que la acrosina podria ayudar a los espermatozoides
en su paso a través de la zona peliicida y que una pérdi
da gradual de &sta, desde el acrosoma, explicaria la
disminucidn de la penetracidn a la zona peliicida.
Mediante el uso de anticuerpos monoclonales antiacrosi-
na, amplicacidn con plata y observaciones con microsco-
pfa de contraste de fase hemos encontrado un patrdn de
marcacidn asociado a la regidn acrosomal de los esperma
tozoides recién reaccionados. Espermatozoides en estados
mis avanzados de la reaccidn presentan un patrdn de mar
cacién asociado tanto al fantasma acrosomal como a la
regién acrosomal del espermatozoide, &sta iltima sin em
bargo con una intensidad de marcacidn menor que la pre-
sentada por espermatozoides recién reaccionados.En aque
llos espermatozoides que han sufrido completamente 1la
reaccidn acrosémica, la marcacifn es afin mis débil y en
algunos casos esti asociada a la regidn del segmento
ecuatorial. A medida que aumenta el perfodo de capacit_a_
cidn se observa un incremento de los espermatozoides re
accionados y con menor marcacidn de plata en el acroso-
ma. Hemos encontrado resultados similares en espermato-
zoides humanos. Estos resultados estarian demostrando
que la pérdida de la capacidad de penetracidn de la zo-
na peliicida por espermatozoides preincubados por largos
periodos de tiempo es concomitante con una pérdida de la
acrosina desde el acrosoma de espermatozoides de hamster
lo que explicarfa la disminucidn de la capacidad de pe-
netracidn de la zona pelficida de parte de estos esperma
tozoides.

Financiado por Grants 495/89, 577/89 y GA-PS 87/10 de
La Fundacidn Rockefeller,

MORFOLOGIA DE LA GLANDULA  ANTENAL DE SIRI™
CALLINECTES DANAE(Morphology of antenal gland
of crab Callinectes danae).Carmc,l.M.S.,Penns,
A.M., Redins,C.A.,Oliveira, E.B., Rocha,G.B.,
Costa,M.A.B. Departamento de Biologia. Univer
gidade Federal do Espirito Santo.

In C.danae there is one pair of antenal
glands (excretory organ) in the antero-inferi
or part of stomach. Apparently, these glands
work as osmoionic regulatory organ. We  have
been studing the morphology of this glands in
normal salinity(17%. S). The antenal glands
were removed from male animals, fixed in
Bouin's fluid and the slices were stained by
HE thecnic. The antenal gland shows an  ovel
shape with a small recess in one of it faces.
In this gland two structures were evidencia
ted: the coelomosac and the 1labyrinth. The
coelomasac is in contact with the recess and
send projections to the interior of the organ
and is envolved by the labyrinth. The coelomo
sac shows a simple cubic epithelium, with
highly vacuolated cells (high = 12,56 + 2,96
um; nucleus = 4,44 + 0,56 ym; vacuoles = 3,88
+ 2,44 um). In the labyrinth, the cubic
ephitelium is high, showing cells with brush
border and basal striations, with vacuolized
cells (high = 11,87 + 1,94 um; nucleus = 5,06

+ 1,03 um; vacuoles = 9,18 + 3,10 um). These
observations suggest that the hemolymph
filtration process occurs in the coelomosac

and the filtrate is modified in the labyrinth.
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VARIACIONES ESTACIONALES EN EL TESTICWO Y EPIDIDIMO
DE VIZCACHA (Lagostomus maximus maximus).(Seasonal
variations in the testis and epididymis of viscaha-L.m.
m). c:ravm:N.,&M,L.A.iFuontele.,Guznin:J.A.
éxP_iezg_,_._i_Ine tuto de Histologla y Embriologla y

tedra de Histologfa,Universidades de Cuyo y San Luis,
Argentina,

En el presente trabajo se investigan los cambios mor-
fométricos anuales del testiculo y epididimo de la viz-
cacha adulta en su habitat. Los animales fueron decapi-
tados durante la noche, cerca de sus cuevas(1986-1988).
Los pesos corporales fueron pesados y los testiculos y
epidfdimos pr dos para micr pla de luz. Se rea-
lizaron los siguientes estudios:a)Histolégicos(cortes
de parafina y seciones finas).b)Morfométricos(secciones
transversales de conductos, .programa computarizado,
:xr;ey.‘lgaz) ¥y ¢)Indice espermfitico(Johnston y Zucher,

Los resultados demuestran importantes cambios estruc-
turales asociados al ciclo estacional, Estos cambios
estdn caracterizados por:1)un perfodo de transformacidn
gradual(otofio e invierno) de los tibulcs seminiferos en
cordones, inhibicidn de la espermatogénesis y reduccidn
del didmetro del ductus epididimario.Esta regresién es
més pronunciada en agosto.2)un perfodo de recuperacibn
{primavera) con incremento del peso ganadal y mayor de-
sarrollo de los epitelios testicular y epididimario y
3)Un tercer perfodo (verano) con significativa activi-
dad gonadal y completa espermatogénesis.Se comparan es-
tos resultados con 1os niveles de testosterona plasméti
ca y HIOMT (hidroxindol-o-metil transferasa) pineal.
Este ciclo gonadal discontinuo podria estar asociado a
diferentes factores ambientales, fundamentalmente a la
informacién del fotoperiodo ambiental mediado por la
pineal .~

EFECTOS TOXICOS DEL Hp0p EN SISTEMAS BIOLOGICOS.

(Toxic effects of Hy02 in biological systems).
Carrasco,G., Quevedo,l., Quevedo,L. Dpto. Ciencias Fi-
siolbgicas, Facultad de Ciencias BiolSgicas y de Rec.
Nat., Universidad de Concepcidn.

El amplio uso de) perdxido de hidrdgeno (Hp02) en la
medicina, as{ como en neurocirugfa es motivacidn de di-
versos estudios, y es asf como ha sido descrita su toxi
cidad en varios tipos celulares. E1 presente trabajo
estudia el efecto de H207 en nervio cidtico de Caudiver-
bera caudiverbera, misculo estriado y piel ventral de
Pleurodema ventral, y cerebro de perro.

Este estudio incluye una observacidn morfolégica, me-
diante cortes histolégicos. Medicidn de pardmetros bio
eléctricos; potencial de accién en nervio, potencial de
membrana en miisculo, y corriente de cortocircuito y di-
ferencia de potencial en piel. Ademds se midi§ la posi
ble peroxidacidn lipfdica, por 1a técnica del &cido tio
barbitirico.

Los resultados muestran una disminucibn dosis depen-
diente en los pardmetros bioeléctricos. Asf también a
nivel morfol6gico se observa alteraciones histolSgicas.
La produccidn de peroxidacién lipfdica es dosis depen-
diente en los tejidos en estudio. Se observa también
el efecto protector de la catalasa sobre los parimsetros
bioeléctricos e histoldgicos.

Las soluciones utilizadas no muestran cambios signifi
cativos en las mediciones de osmolaridad y tensidn su-
perficial.

Los resultados nos permiten postular el efecto tdxico
del H20, en los sistemas bioldgicos en estudio y la pre
sencia ge un mecanismo de peroxidacidn lipfdica en esta
injuria.

Proyecto D.I. 20.33.43, Universidad de Concepcidn
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METABOLISMO DE INOSITOLES FOSFATO EN CELULAS DE MUSCULO
ESQUELETICO HUMANO EN CULTIVO CONTINUO. (Metabolism of
inositol phosphates in human skeletal muscle cells in
continuous culture). Carrasco, M.A., DTascon,S. vy

. Departamento de Fisiologia y Biofisica,
Fac. de Medicina, Universidad de Chile.

Se desarrollé una linea celular a partir de una
biopsia quirtirgica de mGsculo humano adulto normal, por
incubacién con medio condicionado de células tiroideas.
Esta linea presenta marcadores funcionales e
inmunocitoquimicos de msculo esquelético y dio origen a
numerosos clonos algunos de los cuales presentan fusién
celular espontanea. En un medio con bajo suero y en
presencia de insulina y transferrina, las células cesan
su divisién y se observa fusioén celular que da origen a
estructuras de tipo miotubulares con varios ndcleos.

La incubacién de las células con 3H--i.‘m'.\s:l.t.ol, se
traduce en la incorporacién de la marca a fosfatidil
inositol (92%), fosfatidilinositol monofosfato (PIP, 5-
6%) y fosfatidil inositol bifosfato (PIP,, 2-3%). En
células incubadas por 20 min con KC1 95mM el PIP aumenta
de 1,9 a 3,5 pmoles/mg prot. y el PIP), de 0,7 a 1,4
pmoles/mg prot. Aumentos similares se producen al
incubar las células con acetilcolina 5@ uM. BEn la fase
acuosa se detecté la produccién de inositol mono, bi y
trifosfato.

Podemos concluir que estas células son un modelo
apropiado para el estudio de los segundos mensajeros
involucrados en el acoplamiento excitacién-contraccién en
mGsculo esquelético humano.

Financiado por FONDECYT 896, NIH GM 35981 Y DTI Univ de
Chrile 2123.

DISTRIBUCION SUBCELULAR DE FENILALANINA AHDNIU
LIASA EN PLANTULAS DE Gitrus
{Subcellular distribution of PAL in Cjtrus
limonum seedlings). Carvajal, E. Dep. Bioq.
Bicl. Mol., Fac. Cs. Quim. y Farm. Universidad
de Chile.

La fenilalanina amonio liasa (PAL)
cataliza la primera reaccién de 1la via
fenilpropanoide, a través de 1la cual se
sintetizan metabolitos secundarios de defensa,
en respuesta a la agresién por patdgenos.

. Se estudié la distribucién subcelular de
la PAL, midiendo la actividad de la enzima, en
fracciones obtenidas por centrifugacidn dife—
rencial. El material de partida correspondié
a homogeneizados preparados de plantulas de
limonero sanas, e infectadas con JIrichode.ma

y - .
Las fracciones se identificaran midiendo
las actividades de Citocromo c oxidasa
(mitocondria), NADPH citocromo c reductasa
{microsomas), ATPasa-K* (membrana plasmitica)
y glucosa-6-P deshidrogenasa {fraccién
soluble). Cada fraccidn se caracterizé ademds
por PAGE-SDS y mediante "western blot".

Los resultados del fraccionamiento
permitieron determinar el compartimento en que
se encontraba la PAL, tanto en pl&ntulas sanas
comn infectadas. La caracterizacién de las
fracciones permitié estimar la masa molecular
de la enzima vy establecer que 1la proteina
nativa es un tetrdmero de subunidades iguales.

Trabajo financiado por FONDECYT 157/88,
IFS (C/ 1139-1) vy DTI-U.Chile (B 2950-8813).
Dirigido por L. M. Pérez.

ESTUOI0 MORFOLDGICO DE CEPAS DE Erapkia nativas (Merfological ltuly
of native Ezankia straindCard, N.; Careasca, A.; Cifusnies, ¥,
dbaczda, 8. Opto, Cs, Ecolégicas, Facultad de Ciencias, I.mivomdad
de Chile,

Las bactarias del género Erzankia pertenacen al orden de los
actinomicetales y se caracterizan por su capacided para fijar
nitrégeno ataésferico en  sisbiosis con plantas, Laa plantes
susceptibles a la infeccién y nodulacién por Eankia se encuestran

23 géneros que corresponden a 8 familias de Angiospersas de
amplia distribucién, En Chile se oncueetran 5 gendros
pertenacen a la Familia Rhasnaceae, en los que se han descrito la
presencia de nédulos, Entn htol tenemos: Iravoa irineryis,
Ialguensa quinquensrvia, Collstia Spinoasisisa, Retanilla stricta,
Befanilla ephedra y Qiscaria trinervis.

En sl presente trabajo se auestran las caracteristica
morfolégicas de 3 aislados del genero Erankia obtenidos de nédulos
de Rhaanaceas nativas,

La matodologia utilizada para el aislasianto y caracterizacién
sorfolégica consistié en a) esterilizacién superficial de nédulos
frescos, b) incubacién en medio convencional para verificar
esterilidad, ¢) homogenizacién y sedisentacién en sacarosa al 60%
(5000 xg | h) y d) dispersién en placas de sedio BAP-pactima
(0,05%), La morfologia nodular y bacteriana fus estudiada sediante
sicroscopia Sptica y microscopie electrénica (TEM y SEM),

Las cepas de Erankia aisladas a partir de nédulos de Rhasmaceas
exhiben las caractaristicas sorfolégicas aceptadan para al género,
os decir, hifa procaridtica ramificada y septada, esporangios
polimdrficos y vasiculas,

El conocimianto y caracterizacién de aislados de Erankia
paraitird la selaccién de cepas de sayor infectividad y de alta
eficiencia en fijacion de nitrégeno, Estas cepas podrian utilizarse
en programas de inoculacidn inducida, lo que aseguraria el sporie
de nitrégeno en ecosistemas forestales y ayudaria al control de 13
erosién y desnitrificacién,

Financiado por Proyecto FONDECYT 0874/1989

CICLO DX VIDA DE UNA CEPA CHILENA DE Dunaliella sali
pa (DUNAL) TEODORESCO, (Life history of a chilean
strais of (Dunal) Téodoresco). Cap
vajal, M.A. Boténica. Faculted de
Ciencias Bioldgicas y u Recursos Naturales, Univer-
eidad de Comcepoibm. (Patrecinio: P.E. Domingues).

%mﬂ (Dunal) Téed. (Chlorophyceae) es
una mio g8 que, baje condiciones amdientales par-
ticulares, elabora um alto porcentaje de B~caroteno,
el gue sobrepasa ea vmajn al srtificial, Sin em=
bargo no existea ant erca del ciclo de vi
da de osta alga, 10 eual ontronrh sayor informsa -
cibn para el manejo industrial de este recurso (ob-
tencién de cepas mis produnctivas, ampliaciln de las
fress mundisles de producoidam, ete.).

Kl presente trabajo tiene como odbjetivo inducir los
diferentes estadfos del ciolo de vida de una cepa
ehilena de esta especie, dajo condiciones de labora~
torio,

El disefio experimental comsiste ea inducir los esta-
dfos utilizando un gradiente crusado entre try
ciones de mitrato y cloruro de¢ sodio, variando tem-
pentlr.. fotoperfodo ¢ intensidad de lus.

bt istos y se  observd cigotos tetraflagela-
do-, faltando por detectar cigosporas y estado palme~
loide.

Investigaciln financiada por Proyecto PNUD-CHI/87/
009 y Proyecto Fondecyt/89/0823,
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INTERNALIZACION DE SITIOS ANIONICOS DE SUPERFICIE Y
FUSION LISOSOMA-FAGOSCMA DURANTE IA INTERACCION DE
Toxoplasma gondii CON MACROPHAGOS (Interiorization of
iuifacetisitegf a.'illd phagl osane—lgsgsgjl-)eth msia;phgléwix;g
nteraction oxoplasms gondi macr €es).
Carvalho, L. and De Souza, W. - Laboratérioc de
Microscopla Eletr2nica, UFRJ, Rio de Janeiro, Brasil.

The participation of cell surface anionic sites on
the interaction between T. gondil and macrophsges and
the process of phagosame-lysosame fusion were analysed
using catlonlzed ferritin as a marker of cell surface
anionic sites and albumin-colloidal gold as a marker
for secondary lysoscmes. Anionic sites of the
macrophage's surface labelled with cationized ferritin
before the interaction, are internalized tcgether with
untreated parasites. However, after interaction with
fixed or specific antibody-coated parasites, the
cationized ferritin particles are observed ' in
endocytic vacuoles which do not contain parasites.
Macrophages previously labelled with albumin-gold a
379C, were incubated in the presence of cationiged
ferritin at 49C and then incubated with untreated or
specific antibody-coated parasites. After interaction
with opsonized parasites, the colloidal gold particles
were observed 1n the parasitophorous vacuoles while
the catlonlzed ferritin particles were observed in
cytoplasmic vesicles. However, when the interactiog
was carrled out with untreated parasites, the
parasitophorous vacuoles exhibited ferritin particles
while the colloidal gold particles were observed in
cytoplasmic vesicles.

Supported by: CNPg and FINEP

AGREGACION FAMILIAR DE FISURA LABIOPALATINA,ANI
RIDIA PARCIAL Y NEUROBLASTOMA.(Familial agrega-
tion of cleft lip and palate,partial aniridia
and neuroblastoma).Castillo S., Tobella L.,
Astete C., Salazar S. Servicio de Genética,Hos-
pital Clinico U. de Chile, Fundacidén Gantz.

Una pareja joven,no consanguinea,es enviada a
evaluacién genética con su hija de 6 meses, por-
tadora de una fisura labiopalatina derecha com-
pleta e izquierda 2/3,ademas de aniridia parcial
y cataratas bilateral.Tienen una hija de 4 afos
en tratamiento por un neuroblastoma y presenta-
ron un aborto espont&neo de 2 meses.Existe el
antecedente de un sobrino materno afectado con
fisura labiopalatina bilateral..

Hay diversas causas de aniridia.Se ha encontra
do ligamiento con ACP1{McK 17150)en el cromosoma
2,otra forma se encuentra ligada a ACP2(McK 17165)
en llp. Existe una variante mAs severa con re-
tardo mental.Hay una forma asociada con tumor de
Wilms,anomalias genitales y delecién de 1llpl2.
También se ha descrito un cuadro con aniridia
parcial,agenesia renal unilateral y retardo psi
comotor de herencia autosdmica recesiva.

El neuroblastoma ha sido mapeado tentativamen-
te en 1p34.Se ha visto una variante cromosémica,
inversi6n paracéntrica del cromosoma 1l con pun
tos de fractura en 11q21 y 11g23,segregando en
familias con neuroblastoma.El oncogen NMYC del
neuroblastoma ha sido ubicado en 2p23 o 2p24.

Estos argumentos sefialan una .indicacién de rea
lizar estudio citogenético en los miembros de
esta familia para descartar una translocacién
con puntos de fractura que involucren los genes
comprometidos y de implementar la técnica de ao
mosomas prometafdsicos para buscar deleciones
puntuales.Constituird un aporte para el consejo
genético de esta familia y para la informacién
sobre la ubicacién de estos genes.

Financiado parcialmente Proyecto Fondecyt 89/0801.
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LOCALIZACION INMUNGCITOQUIMICA DEL PEPTIDO NATRIURETICO
ATRIAL (ANP)L EN CORAZON ADULTO DE Buf {ANUR
BUFONIDAE ) . (Inuumcrtochmi:al
Natriuretic Peptide (ANP)
(Anura, Bufonidae).

asco V.H., Maldonad [ i_ A, Centro de Micros-
copia Electrdnica, Facu & Ciencias Médicas,
Universidad Nacional de Cdrdoba, Repiblica Argentina.

o _arengr
localization of Atrial
in the heart of B.arenarum

El corazén de la mayoria de los Vertebrados contiene
una familia de dpéptidos con actividad horeonal,
denominados Péptidos Natriuréticos Atrisles. Estos se
localizan en granulos secretorios especificos alojados
en el sarcoplasma de células aioenddcrinas del atrio
derecho, y en eaencr medida en el izquierdo. El objetivo
je este trabajo ha sido dilucidar la Aistribucidn de
estos péptidos mediante técnicas de inmunocitoquimica
en #1 corazén adulto del B.arenarum, el cual exhibe una
actividad secretoria estacional constituyendo, por este
modelo experimental para el

motive, un_  excelente
las hormonas

estudio de la sintesis y secrecién de
cardiacas. A
La localizacién de inmunorreactividad fue realizada
tanto a nivel de microscopia fotdnica como electrdnica
utilizando anticuerpos contra a-ANP humana y a-ANP de
rata. En el primer caso se utilizé la técnica ds
avidina-biotina sobre cortes de cridstato y en el
segundo caso proteina A-oro coloidal sobre cortes
ulfrafinos de [(R-White. A nivel dptico se observd un
ran nimero de cardiocitos inmuncereactivos para ANP
anto en auriculas como en ventriculo. Sin argo en
este dltimo la inmunorreaccion fue mis débil demostran-
do 3\_1! el contenido de estos péptidos es menor en los
cardiocitos ventriculares. Esta distribucidn marca una
diferencia con la hallada en los ventriculos de
masifero en los que la localizacién del péptido se
restringe al sistema de conduccidn. Los estudios de
microscopia electrdnica mostraron los tipicos griénulos
tanto en cardiocitos auriculares como ventriculares
conteniendo 'ir cacidn especifica para ANP,

Estos estudios indicarian que la distribucidn de los
cardiocitos con funcidn endécrina en Vertebrados
inferiores no ha alcanzado la especializacidn gque se
observa en mamiferos. Sin embargo se podria concluir
que inmunoldgicamente se trata de péptidos cuya
secuencia de amincdcidos se habria conservado sin
%r;il’\d&i modificaciones en la filogenia de los Vertebra-

5.

DE_LAS BZIMS

ESTUDIO CEINALITICAS Y XILA-
NLITICAS IE P.

: purogenum. (Study of the ce-
}.lulolyt:.c 3 xyé:smlytics enzyg\es f:\m
» PUP DrOQENUD) tro, F. ,Scar) . ,Moya, A.

iner, J. y Eyzaquirre T ' La%atc’:no dé
anu:.ca, P.U. ét&lca de Chile y to. de
Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad Ciencias

minicasz armacéuticas, U. de Chile.

a degradacién enzimdtica de celulosa a
lucosa es catalizada por la accién. conjunta de
as enzimas endoglucanasa, exoglucanasa y . B-
glucosidasa. Las xilanasas comprenden  otro
conjuntc de enzimas que degradan el xilano a
xilosa. Ambos grupos de enzimas son potencialmente
muy importantes; de lograrse una facil hidrélisis
de la celulosa y de la hemicelulosa, los residuos
agricolas que las contienen, serian una importante
fuente de alimentos, combustibles y material
fermentable.

. Se han realizado estudios de las enzimas.
mencionadas usando como modelo el  hongo
Penicillium grpwwogenan, que las libera al medio
de cultivo. crecié el hongo en el medio liquido
de ,!hrdels a 28° en un incubador con. agitacién
orbital, con distintas fuentes de carbonc.

estudié la cindtica de produccién de

las actividades enmdoglucandsica y degradativa de
papel filtro (FPA), comparando diversas fuentes de
carbono . Con celulosa y paja de trigo se obtuvo
la mayor actividad: 0,22 U/ml de medic para FPA y
8,5 I:l/ml para endoglucanasa. Las mids altas
actividades especificas se lograron con celulosa.
Buen rendimiento de xilanasas (7 U/ml) se obtuvo
con paja de trigo al 1 ¥ como fuente de
en cambio si dicha fuente es celulosa, los valores
son sélo 0,5 UW/ml. La enzima B-glucosidasa se
produjo con mids alto rerdimiento en cultivos con
"corn steep licquor" como fuente de nitrégeno, y
salvado y paja de trigo como fuentes de carbonos
2,35 Wml. La enzima se ha purificado a un 90%
segin geles de poliacrilamida-SDS.

Penicillium purpurogenum es un buen
productor de erzimas celulo- y xilamoliticas, y
crece eficientemente en paja, por lo que parece un
buen modelo de estudio para los objetivos
biotecnolégicos enunciados.
Proyecto FONDECYT 89-0680.
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DESARROLLO POSTMATAL DE LA BARRERA HEMATO-TESTICULAR EN
LA BATA.CONPARACION EMTRE LOS TRAZADORES INTERCELULARES
NITRATO DB NIQUEL E HIDROXIDO DE LANTANO. (Postnatal
deveddpment of the blood-teatis barriar in the rat.
Comparison between the intarcallular tracer nickel ni-
trate and lenthanum hydroxide).Cavicchia,J.C. ,Gutia-
gres,L.8. Instituto de Histolog{a y Embriologia.Pacul-
tad de Ciencias Médicas.UNC. Mendoza. Argentina.

Testiculos de ratas normales sacrificadas desda el na-
cimiento hasta los 30 dias postnatal fueron injectados
intersticialmente con hidréxido de lantano al 2% o con
pitrato de niquel al 1% en 5% de glutareldehido-cacodi-
lato.Otros animales de las mismas edades fueron proce-
sados seglin las técnicas convencionales de criofractura
Las uniones estrechas inter-Sertolianas,escasas e in-
terrumpidas en el nacimiento,aumentan progresivamente,
poblando con gran densidad y con trayectos tortuosos
las membranas sertolianas a los 13 dias.En este perfodo
los trazadoras penetran libremente entre todas las cé-
lulas.El nfquel,por la intensidad y homogeneidad de la
marcacién as muy apropiado para verificar estos fendme-
nos. La aparicién progresiva del espermatocito cigoté-
nico coincide con la reorientacién, predominantemente
de orientacién paralela a la membrana basal de las unio.
nes y con la interrupcién de la marcacién con ambos
trazadoras.En conclusién, el uso combinado de niquel y
lantano demuestra el sincronismo entre la aparicién del
espermatocito cigoténico y el establecimiento de la ba-
rrera. El nitrato de niquel es claramente superior,por
la constancia e intensidad de la marcacién,en mostrar
los cambios de permeabilidad de la barrera hemato-tes-
ticular durante el desarrollo.

BLOQUED POR LANTANIDOS DE UN CANAL DE POTASID
ACTIVADO POR CALCIO DE ALTA CONDUCTANCIA.
(Blocking by Lanthanides of a high
conductance calcium—activated potassium
channel). Cecchi, Xo o Villarroel, A,
Alvarez, 0., Eisensan, G. Departamento de
Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad
de Chile y Department of Physiology, School
of Medicine, University of California, Los
Angeles, USA.

El aecanisso de conduccién de iones a través del
canal de potasio activado por calcio ha sido descrito
con un wmodelo de cuatro sitios de ligamen y cinco
barreras. La caracterizacién de los sitios de ligamen
se puede hacer tanto estudiando la conduccién de
aquellos iones que pasan por el canal, como el bloqueo
inducido por aquellos otros que llegan sélo hasta
cierto punto dentro del canal.

Los iones lantégidos han sido wusados para
caracterizar proteinas que ligan calcio. En este caso,
los hesos utilizado como "sondas” de los sitios de wun
canal de potasio porque el calcio es un bloqueador de
este canal.

Hemos probado 4 de estos iones: Lu, Tb, Eu y La,
agregados al lado intracelular del canal. Todos ellos
bloquean 1la corriente de potasio, de una wmanera
compatible con un modelo simple: los iones se ligan a
wm solo sitio del canal, que estd dentro de la zona
dende cae el potencial. La distancia eléctrica del
sitio, calculada de la dependencia del potencial del
blequeo producide por todos ellos, es del orden de
@,1. La constante de disociacién canal-lantdnido estd
o= e} rango 5-50 yM y es diferente para todos, pero no
tieme wuna dependencia monoténica con el radio iénico.
Este 1adica que el sitio tiene una intensidad de caspo
eléctrice intersedia. FONDECYT 1112-1989 y DTI- (U, de
Cnile) B-2085-8812.
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ALTERACIONES CROMOSOMICAS EN CULTIVOS HUMANOS TRANSFOR-
MADOS CON FACTORES ENDOGENOS.

{Chromosome changes in human cultures transformed
by endogenous factors), Caviedes, R., Be, C.,
Sciaraffia, C., Youlton, R., Koppmann, A.,

Salas, K. Lab. Cultivo de Tejidos, Depto. de
Fisiologia y Biofisica, Fac. de Medicina, Universidad
de Chile.

Células tiroideas humanas o de rata en propagacién
contfnua in vitro liberan al medio de cultive uno
o varios factores {afn no caracterizados) los cuales
inmortalizan células humanas normales y tumorales
que han sido tratadas con tales medios condicionados
por semanas 0 meses.

Las 1fneas celulares generadas mediante este evento
transformante retienen propiedades histioespecificas
diferenciadas y poseen inhibicién por densidad de
crecimiento, a pesar de presentar concomitantemente
con la inmortalizacién, alteraciones cariotfpicas
marcadas.

E1 patrén cromosémico se modifica en cuanto a nimero
y estructura con tendencia a la produccién de cromoso-
mas telocéntricos. Se discuten estos hallazgos en
relacién a las. alteraciones cariotipicas poco evidentes
que muestran las células neopldsticas y las lineas
contfnuas en especie humana.

IMUNOLOCALIZACION DE LA LAMININA CON ORO-COLOIDAL DES
PUES DE LA INCLUSION EN LOWICRYL E LRWHITE . (Post -

embedding colloidal gold immunolocalization of laminin

with Lowicryl and LRWhite). Cesar,B., Buchi,D.F.,

Assef M.L.M., Franco, C.R. and Gremski, W. Dept. of

Cell Biology and Electron Microscopy Center of UFPR-
Brasil.

Laminin is a high molecular weight glycoprotein of
basement membranes and we now study its labeling in
rat kidnevs with colloidal gold and embedding in LR
White and Lowicryl.

The kidney was cut into small pieces, fixed in 1%
glutaraldehyde and 2% paraformaldehyde, and postfixed
in 0.1% glutaraldehyde and 2% paraformaldehyde.
Samples embedded in LR White were dehydrvated in acetone
and polymerized at 37°C while those in Lowicryl, were
treated with methanol and polymerized at -20°C using
UV irradiation. Nickel grids were sucessively floated
on drops of PBS + defatted milk powder + Tween 20 ,
rabbit anti-laminin IgG and colloidal gold anti-rabbit
1gG.

Quantitative and qualitative labeling densities,
using Lowicryl and LR White were somewhat similar.
However, on comparing the results, the latter resin
seemed better since it was more easy to work with.

Rabbit anti-laminin IgG was a gift from D. Wal and S.
J. Souza ~ UFPR.

This work was partially carried out at the CME -
IBCCF UFRJ.
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VARIABILIDAD TEMPORO-ESPACIAL DE ARREGLOS COMUNITA -
RIOS DE MICROARTROPODOS EDAFICOS EN UN ECOSISTEMA DE
SERTICO (Spoticl and temporal variobility of soil mi
croarthropod assembloges in a desert ecosystem). Ce-
peda-Pizarro, J.G. & Whitford, W.G. Departomento de
B. y Q., ULS & Department of Biology, NMSU, USA.

Se estudibd por 17 meses lo variabilidod espaciol y
temporal de los arreglos de microartrbépodos edé&ficos
en Una cuenca hidrolégica del norte del Desierto de
Chihuochua (Nuevo México, USA). El onélisis multiva-
riado (Cluster An&lisis y Componentes Principales )
permitid identificar 3-4 categorios de arreglos los
que fueron principalmente determinados por la estabi
lidod de lo superficie del suelo. Aquellos suelos so
metidos o escorrentia, inundocibn o estuvieron més
expuestos a los extremos ambientales de rodiacién ,
mostroron las mayores variaciones temporales en la
composicién de especies y sus relaciones numéricas.
El ‘contenido hidrico y la-contidod de moteria orgéni
co del suelo surgieron como foctores importantes en
lao estructuro del arreglo sélo en ausencia de los
foctores arriba mencionodos. En sectores desprotegi-
dos y suelos poco desarrollados, las lluvias inten -
sas constituyeron un foctor desestcbilizador de lo
comunidod.

Financiomiento: Direccidn de Investigacidn - ULS. y
US-NSF: the Jornado-LTER Program BSR 8114466 y BSR
821539 o W. G. Whitford.

ALTERACIONES DE LA SEGREGACION DE LOS SISTEMAS
ABO Y RH EN RECIEN NACIDOS MALFORMADOS
(segregation distortions for the ABO and Rh
system in malformated newborns) Cifuentes L .
Nazer J . Valenzuela C . Ruiz 6 , Farada L
Pepartamento de Bioclogia Celular v

Genética. Facultad de Medicina.t. de
Chile.Unidad de Neonatologia. Mcternidad del
Hospital Clinico de la U. de Chile.

L.as malformaciones congenitas son impaor-—
tantes en la morbimortalidad neonatal.lLa
perdida reproductiva asociada a ellas resulta
dificil de evaluar. Este trabajo analiza la
segreqgacion de laos grupos sanquineos ABD v Rh
en recien nacidos malformados v en un grupo
control,evalua la participacion de factores
geneticos en la etiologia de las malformacio-
nes congenitas v estima la magnitud de la
perdida reproductiva temprana que se produce
en relacion a ellas.Se estudiaron 1074 recien
nacidos malformados v sus madres v un grupo
control de 993 recien nacidos no malformados,.
atendidos en la Maternidad del Hospital Cli-—
nico de la U. de Chile entre 1982 v 1987.Las
recien nacideos v sus madres se tipificaron
para ABD v Rh en el Eanco de sanare de dicho
Hospital.los valores esperados de las dis-
tintas parejas madre-hijio cara cada sistema
zanguineo se calcularon de acuerdo al metodo
de matrices ITO.sugoniendo equilibrio de
Hardv-Weimberg.Las frecuencias genicas ce
estimaron con el metcdo de madimaverasimi-
litud.En el sistema ABO los mal formados pre-—
sentan un exeso de pareias O0-RB v a un deficit
de pares E~BE.En el sistema Rh,los recien na-—
cidos malformados presentan un exesc de parss
Rh{-)~Rh{-} v a un deficit de pareias
Rh(+)-Rh{-) .

Trabajo parcialmente financiado por provecto
Fondecyt 880040 v DTI R247C/8823.

USO DE OCTADECIL SILICA COMD NUEVA FASE SOLIDA PARA
INMUNOPURIFICAR PROTEINAS (Use of octadecil silica as a
new solid phase for protein issunopurificatiom).

Chigng, ¥, Depto Bioq. Piol. Mol., Fac. Cs. Ocas y Fara.
y Depto Biol. Cel. y Gen. Fac. Med. Univer. de Chile.

La inmunopurificacién consiste en la captura de anti-
genos especificos, de unx sezcla cospleja, con anticuer-
pos (Ac) acoplados covalentessnte a una satriz. Sin ee-
bargo, debido a que la técnica para lograr la unién co-
valente es lenta y consuse suchos reactives, esta seto-
dica no ha podido ser aplicada a problesas analiticos
que requieran usos repetitivos de eicroinsunopurifica-
ciones. Aqui se propone el uso de silica octadecil
(8iC18), una resina para HPLC, comon fase s6lida para
insunopurificar proteinas.

Los anticuerpos u otras proteinas se unen casi irre-
versiblesente a SiC1B por sisple incubaciom de la resiaa
con la proteina. Este tipo de interaccién hidrofébica
Ac-8iC18 puede asi ser considerada casi como un verdade-
ro enlace covalente. Después de saturar los sitios
libres de unién resanentes con BSA, la SiC18 es incubada
con la mezcla de proteinas, y ensasblada en una colusna.
Posteriorsente, se elieinan las proteinas unidas no
especificadente y el antigeno se sluye rospiendo 1la
interaccién antigeno-Ac por casbio de pH. Esta técnica
permite obtener: proteinas con una alta pureza en una
Gnica etapa de purificacién, recuperar antigenos
presentes en cantidades trazas (del orden del pg) de
compleias sezclas proteicas (ej. suero husano) y adeads,
purificar anticuerpos especificos acoplando el antigeno
a SiC18. E1 ficil msanejo de la SiC18 por centrifugacidn
peraite aplicarla a niveles de eicroescala.

Financiado por FONDECYT NOO191-88, DTI, Univer. de Chile
NOH2901-8813 y UNDP/WORLD BANK/WHD 880198, dirigidos por
Dr. A. Ferreira. Adesis colabora S. Lavandero, que es
becario de la Fundacién Andes.

ALTERACIONES EN HAMSTER Mesocricetus auratus, LUEGO DE
EXPOSICION PRENATAL AL ALCOHOL. ANALISTS MORFOLOGICO DE
SU ACCION. fAlterations in hamster Mesocricetus auratus
following prenatal alcohol exposure. Morphological ana
lysis of its action). Coloma S.,L. A. -
Departamento Histologia y Embriologia. Universidad de
Concepcién .

En humanos y modelos animales, el consumo materno de
etano! durante el embarazo da por resultado una dismor-
fogénesis caracterfstica en los embriones y fetos en
desarrollo. Como un intento de definir los dafios que
resultaron de la exposicién aguda prenatal al alcohol,
se analizaron embriones y recién nacidos de M.auratus.

Hembras en el octavo dia de gestacién se inyectaron
intraperitonealmente con dosis agudas de etanol calcu-
lada segin peso y las contrnles con dosis de solucion
isocalfrica de sacarosa. Los embriones se extrajeron
a lcs 11 dias de desarrollo y otro grupo completaron
su gestacion de 16 dfas. Embriones y recién nacidos
fueron analizados y comparados morfoldgicamente.

Se encontré notorias diferencias morfoldgicas exter-
nas e internas al comparar controles con tratados, es-
tos G1timos presentaron menor peso, retraso del creci-
miento pre y post natal, menor desarrollo de sus &rga-
nos craneofaciales que fueron por &sto lTos mas estudia-
dos (crdneo, globo ocular, parpados, yemas dentarias,
lengua, mamelones faciales, etc.).

Los resultados demuestran que la administracién agu-
da de etanol en el octavo dia de la gestacidn provocd
trastornos precoces del desarrollo, reduccidn del peso
corporal, diferenciacidn tisular retardada, 1o que im-
plicaria un aumento en la incidencia de malformaciones.

Proyecto 203903 Direccién Investigacidn. Universidad
de Concepcidn .
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EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE EL DESARROLLO EMBRIONARIO
DE DOS ATERINIDOS LIMNICOS (PISCES TELEQSTEI). (Effect
of temperature on the embryonic development of two limnic
aterinids (pisces Teleostei). Comte, Sh., Contreras, M.,
y Vila, I. Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

Estudios recientes indican que los peces pueden tener
1a capacidad de modificar su desarrollo embrionario ante
cambios ambientales. De éstos, los mas importantes.co -
rresponden a la temperatura y el caudal de agua (Mosser,
1984). Por tanto, es de gran interés estudiar las adapta
ciones que puede presentar el desarrollo embrionario de
especies filogenéticamente relacionadas; es el caso de
Odontesthes bonariensis (Valenciennes),que habita ambien
tes 1énticos, y Basilichthys micnolepidotus (Jenyns), de
distribucién 16tica.

Se determind las caracteristicas deldesarrollo embrio-
nario y el ‘efecto de la temperatura en huevos obtenidos
por masaje abdominal e inseminados y cultivados en el la
boratorio a temperaturas de 14°y 20°C. Los embriones
se estudiaron .in vivo o después de fijados y tefiidos con
azul de metileno.

E1 desarrollo embrionario se dividid en 3 etapas y 13
estados: segmentacidn (estados 1-5), gastrulacidn e ini
cio de la diferenciacion {estados 6-8? y morfogénesis y
crecimiento (estados 9-13). A 20°C, B. microlepidotus
completa su desarrollo entre 330-470 hrs, 60% mas lento
que 0. bonariensis, que To hace en 220-280 hrs. Esta di-
ferencia afecta principalmente el tiempo usado en compie-
tar la Gltima etapa, particularmente el estado 13.A 14°C
el tiempo utilizado en el desarrollo de B. microlepido-
tus aumenta a 520-570 hrs (40% de incremento), mientras
en 0. bonaniensis aumenta a 360-550 hrs (90% de incremen
to). Asi, el descenso de temperatura afecta diferente-
mente el tiempo de desarrollo de estas especies, tal vez
por la existencia de mecanismos de adaptacién embriona -
ria distintos relacionados con el habitat de cada espe -
cie.

Proyectos FONDECYT 0862-89 y D.T.I. N 2450-/8833.

RECEPTORES PARA NEUROTENSINA EN EL TRACTO
GASTROINTESTINAL: ESTUDIO CON ANALOGOS
ESTRUCTURALES. (Neurotenzin recepors in the GI
tract: a study with structural analogs).

-L. Constandil, R Carraway y JP Huidobro-Toro,
Depto. Cs. Fisinlégicas, P. Universidad
Catélica y Dpt. of Physiology, ‘niversity of
Massachusetts, Worcester, MA, USA.

Estudios inmunohistoquimicos muestran
neurotensina (NT) en el cerebro y en las
células N en el epitelio gastrointestinal. En
el cerebro, el péptido actua probablamente
como neurotransmisor. La funcién fisioldgica
de la NT intestinal permanece desconocida.
Para caracterizar los receptores de NT en 1la

musculatura 1lisa intestinal se sintetizaron,
usando soporte en fase sélida, dos clases de
andlogos estructurales del fragmento NT8-13,
el que conserva la potencia del péptido

nativo: 1.Péptidos enriquecidos en aminodcidos

bésicos en el extremo amino terminal,
2 .Péptidos enriquecidos en aminodcidos
aroméiticos en el extremo carboxilo terminal.

La miorelajacién se estudié en el ileo y 1la
actividad contactil en trozos del estémago de
rata, registrando la actividad muscular
izsométrica con un conductor acoplado a un
registro poligrdfico. Los resultados indican
gue mientras algunos andlogos del grupo 1
tiemen potencia biolégica 2-5 veces mayor que
XY o NT8-13, 1los péptidos del grupo 2 pierden
actividad como agonistas sin adquirir
prepiedades antagonistas. Se concluye que:
I-Al iqual que en el caso del receptor de
Wwadicinina, los aminodcidos bdsicos en el
emtremo amino terminal de NT aumentan 1la
affimidad del 1ligando por su receptor.

2-8n extremo carboxilo terminal no puede
mmlificarse sin perderse la afinidad de NT por
am wersptor. FINANCIAMIENTO: FONDECYT 326/88.
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EFECTO DE COLCHICINA SOBRE LAS CELULAS ADPasa POSITIVAS
DE EPIDERMIS DE RATONES CON DERMATITIS POR CONTACTO.
(Effect of colchicine on ADPase-positive cells in the
mouse epidermis with contact dermatitis). Concha M. y
Garcés G. Instituto de Histologia y Patologia, Facultad
de Medicina, Universidad Austral de Chile.

La célula de Langerhans {CL) es una célula que ubica
da en la epidermis es capaz de captar y presentar anté
genos al linfocito T. Una evidencia de esta funcidn es
la interrelacidn fisica que ocurre entre CL y linfoci-
tos en la dermatitis por contacto experimental. En el
presente trabajo se investiga, utilizando liminas epite
liales, el efecto de colchicina sobre densidad de CL y
su yuxtaposicidn con linfocitos en dermatitis por con-
~acto.

Ratones RK estimulados en sus orejas con 2,4-dinitro
fluorobenceno recibieron, 24 hrs mis tarde, colchicina
iv. en dosis finica de 0.05, 0.5 y 5 pg/gr. p.c.; sacri
fic8ndolos 24 y 48 hrs después de inoculados. Las 1&mi
nas de epidermis de orejas experimentales y controles
fueron obtenidas mediante incubacidn en EDTA-Nap 20 mM
y tripsina 0.05%. Las CL fueron reveladas con la t&cni
ca de la adenosina difosfatasa (ADPasa), fijando las
18minas con paraformaldehido 2%, incub@ndolas en una so
lucidn de ADP-Pb y revelando con sulfuro de amonio 1%.
Las células fueron contadas y expresadas como células
ADPasa positivas/mm2} SEM. Después del recuento, algu-
nas laminas fueron incluidas para su estudio a micros-
copia Sptica y electrdnica.(MO y ME). También se proce
saron muestras de orejas de animales tratados en la for
ma descrita, directamente para su andlisis a ME.

Los resultados obtenidos indican que colchicina in-
duce la formacidn de nidos de células ADPasa positivas
en la dermatitis por contacto experimental. Colchicina,
utilizada en dosis bajas, pedria modular las interac-
ciones celulares durante el desarrollo de la dermati-~
tis por contacto.

Financiado por Proyectos Fondecyt 89-0198 y Dir.
Inv. U.A.Ch. S-89-16.

ANALOGOS DE ADENOSINA DISMINUYEN EL DESARROLLO DE TOLE -
RANCIA Y LA DEPENDENCIA FISICA DE BENZODIAZEPINAS.(Adeno-
sine analogs decrease tolerance development and physical
dependence on benzodiazepines).E. Contreras y A. Germany.
Farmacologia, Depto. Ciencias FisioBgicas, Universidad
de Concepcibn.

La administracién diaria de alprazolam y de clorazepam
induce tolerancia y dependencia fisica en el ratén,obser
véndose resultados similares mediante la administraciétn
de alprazolam en un preparado de absorci6n lenta.En este
trabajo se estudia la influencia de los agonistas puri -
nérgicos cloroadenosina (ClAd). L-fenil-isopropil-adeno-
sina {L-PIA) y D-fenil-isopropil-adenosina (D-PIA),asf
como el antagonista teofilina sobre el desarrollo de to-
Terancia y de dependencia fisica en el rat6n frenta a la
administracién crénica de alprazolam.

Se emplearon ratones hembras a los que se inyect6 al-
prazolam en dos dosis de 100 mg/kg administradas con un
intervalo de 4 dias.La intensidad de la tolerancia se de
terminé mediante el procedimiento de la escalera y la me
dicién del deficit motor inducido por una dosis test de
alprazolam en el comportamiento de ratones en una reji -
11a vertical.

La intensidad de la tolerancia disminuy6 significativa
mente, 1o que se detecté por lo menos en uno de los dos
procedimientos de estudio,cuando los ratones recibieron
un tratamiento diario con L-PIA, ClAd y teofilina,en tan
to que D-PIA result6 inefectiva.El sindrome de abstinen-
cia inducido por flumazenil en ratones tratados con al -
prazolam fue atenuado mediante la administracion de
L-PIA,en cambio los andlogos CIAd y D-PIA, as{ como el
antagonista purinérgico teofilina fueron inefectivos.

Los resultados sugieren la participacién de adenosina
en los procesos contraadaptivos inducidos por la adminis
tracién crénica de bezodiazepinas.

Proyec. 20.33.29 Direcci6n de Investigaci6n, U. de Con -
cepcidn.
Proyecto 0699-89 FONDECYT.
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DESARROLLO DENDRITICO DE LOS NUCLEOS HIPOGLOSO MAYOR Y
OLIVA BULBAR EN EL SINDROME DE MUERTE SUBITA,DEL LACTAN-
TE (SMSI)(Dendritic development of the Hipoglossus and
inferior Olivary Nuclei in Sudden Infant Death Syndrome
(SIDS) Cordero, M.E.,D'Acufia,E.,Benveniste,S. ,Gutierrez,
C. y Trejo, M.E. Departamentos de Morfo og1a Experimental
y de Anatomia, Facultad de Medicina, Universidad de Chi-
le. (Patrocinio: M.A. Montenegro).

La fisiopatologfa del SMSI es aiin desconocida. A pe-
sar que una causa multifactorial parece posible, es nece
sario determinar los factores mds importantes. Entre és-
tos ,existen evidencias de una disfuncifn neonatal del ce
rebro. Anormalidad en la regulacidn de la respiracién,
temperatura,de] despertar y en los test neurolégicos son
frecuentes en estos nifios. Cambios en la maduraci6n de
neuronas de.los centros respiratorios y de la formacidn
reticular han sido también reportados.

En el presente trabajo se estudian en lactantes falle
cidos por una causa conocida (bronconeumonia) y en victi
mas del SMSI, las dendritas de dos tipos neuronales: de
patrén especializado (Oliva Bulbar) y generalizado (Hipo
gloso mayor).

E1 método de Golgi Cox y morfometrfa se usaron para
estudiar las caracterfsticas dendroarquitecténicas de
las neuronas del niicleo hipogloso mayor y de la Oliva
Bulbar. Secciones de 120 u practicadas a nivel medio de
la Oliva se tifieron y dibujaron de cada nicleo 20 célu-
las por caso, con la ayuda de cdmara ldcida y 400 x. Al
comparar el grupo control vs. el victima de SMSI, se ob-
servaron cambios en el patr6n de las dendritas, tanto en
el grado de maduracién como en la densidad dendrftica,
ademds de una intensa gliosis.

Estas modificaciones de la arborizacién dendritica
podrfan considerarse como un sustrato anatémico inmadu-
ro, sugiriendo una alteracidn de la ontogenia del Bulbo
Raquideo en su conjunto y no sélo de los centros vincu-
lados con la funcifn respiratoria en las victimas del
SMSI.

Proyecto Clave 2900/8814 D.T.I. , Universidad de Chile.

ESTUDIO DINAMICO DEL COMPONENTE COLAGENQO EN PREDENTINA.
(Dynamic study of the collagen component in the
predentin). E. Couve. Departamento de Biologfa,
Facultad de Medicina, Universidad de Valparafso.

Se ha demostrado previamente que la matriz
extracelular que conforma la predentina varfa durante el
proceso de dentinogénesis. En el presente trabajo se
estudian en forma dindmica los cambios en la organiza -
cién y sfntesis del componente coldgeno en predentina de
incisivos de rata. Se analizaron cuatro regiones de los
incisivos, las cuales representan toda la vida secretora
de odontoblastos.

Se observa que el espesor de predentina decrece
significativamente a través del proceso formativo de la
dentina (23,15 a 7,59 um). A nivel ultraestructural la
matriz de fibras coldgenas aumenta su densidad a medida
que el proceso dentinogénico se desarrolla. E1 andlisis
mediante procedimientos autorradiogréficos, muestra que
posterior a las 4 hr de inyectar prolina-3H, a nivel de
predentina no se observan diferencias significativas en
el recuento de granos radioautogrdéficos entre las cuatro
regiones estudiadas. Se detecta una reduccidn signif. -
cativa de la sfntesis de coldgeno hacia el estado
secretor terminal de odontoblastos.

Estos resultados sugieren que la expresifn
secretora de odontoblastos varfa a través del proceso
formativo de la dentina, determinando cambios en la
morfologfa y composicin de T1a predentina. Es posible
concluir que la sintesis del componente coldgeno no
muestra cambios significativos durante la dentinogénesis,
considerando ademis que los cambios observados en la
organizacién de las fibras coldgenas pueden ser
relacionados con variaciones en los patrones de
mineralizaci6n dentinaria.

Proyecto N° U.V. 5/87 - D.I.C.T.

MORFOLOGIA DEL PASAJE NASAL DE ROEDORES DE
HABITAT XERICO: IMPLICANCIA EN LA CONSERVACION
DEL AGUA CORPORAL. (Morpheology of the nasal
cavity in desert rodents: Its importance to
water conservation.) Cortés, A. Depto. Biolo-
gia y Quimica, Facultad de Ciencias, Univer-
sidad de La Serena.

(Patrocinio: L.C. Contreras)

El metabolismo hidrico de los roedores
Qctodon degus (0Od), Abrothrix olivaceus (Ro),
Phyllotis darwini (Pd) Yy Oryzomys
longicaudatus- (0Ol), indican que la menor de-
pendencia de agua exdgena estd asociada prin-
cipalmente a una reduccién de la evaporacién
pulmo-cutdnea. Esta condicidén posiblemente es
cpnsecuencia de cambios morfolégicos del pa-
saje nasal que incide en el grado de eficien-
cia del mecanismo de contracorriente de calor.

Con el fin de testar la hipdtesis, se eva-
luaron: 1) tasas minimas de evaporacién (E),
2) rasgos topograficos de la fosa nasal, 3) se
calculé un indice morfométrico de con-
densacién de agua (Ic). Los resultados indican
gue:!l) Od, Ao, Pd, vy Ol, pierden 1.0, 1.7,
2.4, y 3.6 mg/gh, vrespectivamente, 2) la
topografia del pasaje nasal . es altamente
tortuosa especialmente en Od y Ao. Los valores
de Ic en 0d, Ap, Pd y 0Ol son 14,9, 12.1,
8.8 y 7.3 g¥¥%0.26, respectivamente y
3) la evaporacién de estas especies se
correlaciona significativamente con Ic:
Log E =2.0 - 1.7 Log Ic. Estos resultados son
consistente con la hipétesis propuesta, indi-
cando que los rasgos morfolégicos que definen
Ic, tienmen un rol importante en la conserva-
cién del agua proveniente del tracto respira-
torio.(Financiado: FONDECYT 88-1013).

EFECTO DE LA PREINCUBACION EN LA CAPACIDAD DEL PLASMA
HUMANO PARA GENERAR PEPSANURINA. (Effect of prein-
cubation on the ability of human plasmma to generate
pepsanurin). , Albertini R.A, Silva R. ¥
, Departamento de Ciencias Pisioldgicas,
F.CC.BB., P. Universidad Catélica de Chile.

La pepsanurina (PU) es un peptido(s) producido por
hidrolisis péptica de globulinas plasmiticas, que an-
tagoniza especificamente el efecto diurético/salurético
del Factor Natriurético Atrial (ANF) o de la sobrecarga
salina. El precursor plasmatico y la posible generacion
endogena de PU son aun desconocidos, por esto estudia-
mos la capacidad del plasma para generar PU en varias
condiciones de preincubacion.

PU control se obtuvo de plasma humano fresco someti-
do a: 1) dialisis vs agua destilada (18hr 4C), 2) incu-
bacion con pepsina (0.75 mg/ml {8hr 37C), 3) calenta-
miento (10 min 80C) y centrifugacion (3.000g). Las va-
riaciones consistieron en intercalar periodos de pre-
incubacion a 37 6 4 C, en presencia de antibiéticos.
Engavo: en ratas anestesiadas se dieron dos bolos de
ANF (0.5 ug.iv) antes y después de inyectar PU (0.5
m1/100g ip) y se midio la inhibicién (p t-test) en la
excrecion de agua (IUV) y sodio (IUNa).

La PU control produjo un 50-70% 10V y 65-80% IUNa (8
casos, 38 ratas, p<0.01). E! mismo plasma preincubado
48 hrs a 37 C entre las etapas {1 y 2, no causd IOV ni
IUNa (8 casos, 40 ratas, n.s.). Sin embargo, al prein-
cubar 48 hr a 4 C entre dichas etapas, se mantuvo la
capacidad de generar PU (IUV=75%, IUNa=80%, 3 casos, 12
ratas, p<0.01). Tampoco se perdi6 actividad al preincu-
bar una semana a 37 C, antes de la etapa 1t (JUV=S1%,
IUNa=64%, 3 casos, 13 ratas, p<0.01).

Estos resultados son compatibles con l1a idea que el
plasma contiene un sustrato especifico que es anotado
por una accion enzimitica endogena, aparentemen‘s inac-
tiva en condiciones normales y activable por dialisis.
El efecto de diversos inhibidores de peptidasas sobre
este sistema se encuentra en estudio.

Pinanciado por Proyectos FONDECYT 642/789 y 383/88.
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INACTIVACION DE LA a-QUIMOTRIPSINA POR DIMBOA.
(Inactivation of a-chymotripsin by DIMBOA).
Cuevas, L., Niemeyer, H.M. Pérez, P.J.,
Facultad de EIencias, Oniversidad ée CThile.
2,4-dihidroxi~7-metoxi-1, 4-benzoxazin-3-one
(DIMBOA), el principal Scido hidrox&mico del
mafz y otros cereales, ha sido involucrado co-
mo un factor de resistencia contra el insecto
taladrador del mafz (ECB) Ostrinia nubilalis.
Estudios toxicocinéticos realizados con DIMBOA-
H sugieren que la toxicidad de este compuesto
se deberfa a la inhibicién de enzimas digesti~-
vas presentes en el tracto intestinal del ECB.
En este trabajo se estudi8 la reaccifn del
DIMBOA con a-quimotripsina, como modelo de
una enzima digestiva.

Los resultados cue se presentan indican:
(a) DIMBOA inactiva la a-quimotripsina

(b) La cinética de inactivacién fué& ajustada
a un modelo que considera la descomposi-
cibn esponténea del inactivador.

{(c) El anflisis de amino8cidos de la enzima
modificada sefiala cambios significativos
de los residuos de lisina y serina en re-
lacif6n a la enzima nativa.

(d) La pérdida de actividad es proporcional a
la pérdida del tftulo de la ser-195 del
sitio activo. .

DISTRIBUCION DE PROTEINAS CITOESQUELETICAS EN GLANDULAS
GASTRICAS DE YERTEBRADO. ESTUDIO COMPARATIVO. {Distribution of
cytoskeletel proteins in veriebrote gestric mucoss. A comperative
study).Debik, 1. Depts Biolegia Celular, Fac. Cienciss BiolSgices, P. U.
Catblica de Chile.

£1 estimage ds memifares preseats céivles perietales (CP) que secretan
HO) u)zim {CZ). En sves y safibies, lo célule oxintico-péptics
(COP) desempelia ambes fumciomss. CP y COP experimenten
reorgenizacién de los membrenss secretorss y meiri2 citopliomice en
relacién & Ja produccién de HCY presesiends, sin embargo, une forme
celuler y ubicackém ded pole secreter difereste. En CP este forme un
camaliculo intracelwler, en COP ds ove un surce pericelular y en enfibios
% localize en ¢ pole luminal. Experimentes pravies sugieren que 1o
reorganizecién uitresstructural dol pole secreter esteris medisde por
proteines citessqueliticss.

Se estudié 1a distribuciin & missina (M), Mamine (F), actine (A) y
citoqueratine (CQ). en COP de anfibis yave genCP y 2 ds rots, con el fin
de establocer su participecibn en Jos cambies de forms asociados al ciclo
secretor de HCI. Su lecatizeciéa 3¢ releciond con 1o wbicecién de) polo
secretor en cada varieded celuler ¢ com la redistribucién de membranes.
Medisnte inmunofivorescencis indirects y micrescepis eloctrinics, se
demuestra que en aves y anfibios M, F, A, yCQ 98 concontran formando un
anille apicel periférico. Ademés, en ambes especies, CQ s dispone como
uma red fibrilar corticel. En anfibies adembe, F aperece estructurando el
cortex luminel y modificando su ssociacibn com A en relacién el proceso
secretor. En CP o) citoplesma de une resccién pesitive intenss pers F y
M, apareciendo o1 borde de) camaliculo fuertemente inmunor resctivo pera
My A CQ y A estructursn une malla filamentess corticel. En contraste,
enCZ M, F, A y CQ s¢ concentran solo en ¢) borde luminel.

Le clara correlocién entre movilided celuler y prodeines citoesqueléticas,
sugiere que los drésticos cambios de for me que experimenten lss célules
secretores de HC esterfon mediedss por un sisteme ectomicsine y
proteines regulatories. La CQ estebilizaria et citoplesme celuler no
sujeto s modificaciones estructursles. M. F, y A, concentrades en el polo
Tuminel de COP y CZ perticiparian en 1s extrusion de granos ds zimégenc.

COMUNICACIONES

PRODUCCION Y PURIFICACION PARCIAL DE B-GLUCOSI
DASA DE CHRYSONILIA SITOPHILA TBF-27441., -
(Chrysonilia sitophila B-Glucosidase: Produc-

tion and partial purification). Curotto, E.,

O'Reill S., Salinas, N. y Madarlaga L. Insti
tutc de 3u1mica, Unlversidad Catdlica alparalsS.

La enzima B-glucosidasa (B-D-glucésido glu
cohidrolasa EC 3.2.1.21) ha sido descrita en
hongos y bacterias. E1 interés reciente por es-
ta enzima se basa en su rol en la hidrdlisis en
zimdtica de celulosa. La velocidad y la exten~
sién de la hidrélisis de celulosa puede ser au-
mentada suplementando las celulasas comerciales
con B=glucosidasa.

En esta investigacién se utiliza el hongo
C. sitophila aislado de macerados del insecto
Tribolium ferrugineum encontrado en ciscaras
de arroz.

Se estudia la produccidn de B-glucosidasa
extracelular en un medio liquido utilizando ce
lobiosa y aserrin de Pinus radiata pretratado
como inductores en presencia de peptona.

Se caracteriza parcialmente la actividad
enzimdtica en los extractos presentando un pH
éptimo entre 4,6 y 5,0 y una mayor actividad
alrededor de 60°C en las condiciones de ensayo.
Amgos crudos son estables entre pH 4,5 y 7,0 a
40°C en el tiempo de ensayo. La estabilidad en
el tiempo (140 min) a pH 4,6 y 55°C muestra re
cupesacién de la actividad original, a 60 y
62,5°C presenta inactivacién.

Se purifica parcialmente la enzima de los
extractos mediante precipitacidn con etanol (30%
v/v), cromatografia de exclusidén (Fractogel HW
65 y Bondapax I 125) y cromatografia de inter-
cambio iénico (DEAE Sephadex A-25, gradiente
lineal de NaCl).

EFECTO DE LA ALIMENTACION SOBRE LA LONGEVIDAD DE

ADULTOS DE Pseudopschyserina spinipes (Er.). Feeding

offoctz g:n)uln:lt longevity :: Pu#gﬁg*oriu -
..%s.ui ologia. Universi.

tSlica de Valparaiso.

P, o8 un bréiquido que parasita eemilles de
$27¢5. Tradicionslmente e¢ ha crefdo gue los
adultos, después ds emerger, no ingieren alimentos
ni agus. Durante esta fase la energia almacenada es
utilisada, priscipalsente en actividades reproducti-
vas, 10 que determina una disminucidn del peso corpo
ral (alrededor del AOK) y lomgevidades de a
mente de 18 dfas. Ea otros uidos se ha observado
consuso, principalmente de ubctar y agua. 81 P, spi-
I*Ill adoptare alguna de estas conductas, se espere-
ria una mayor lomgevidad y una pérdida de peso cor-
poral de menor nivel.

El objetivo del pressate trabajo ee determinar si
1os edultos de P, HP! ingieren alimento y agua
estinéndolo a travée del efecto sobre la longevidad
¥y cambio do biosasa individual.

El disefio muestral considerd los riguientes aspectos
Tres condiciones alimeatarias (sin recurso, con sgus
y una soluciln de sacarosa al 20% p/v). En cada oon-
dieiln se dispuso de hembras y machos recién emergi-
dos y aiclados inmediatamente, a fin de evitar copu-~
1a0ibs y una mescla de hembras y machos (proporcida

do sexos 1:1) para favorecer la fecundacidn.

A la lus d¢ los resultados obtenidos a la fecha, se
acepta le hipStesis sometida a pruebda,
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CONCENTRACION DE C3 DEL COMPLEMENTO EN SUERO SANGUI-
NEO (SS), SALIVA (Sa) y FLUIDO GINGIVAL (FG) DE PERSONAS
SANAS Y CON PERIODONTITIS MARGINAL. (Concentration of
C3 of complement in serum, saliva and crevicular fluid
from patients with marginal periodontitis and healthy
controls). de la Sotta, R.; Mery, C. y Pizzi, T. Facs.
de Odontologia (asig. periodoncia) y de Medicina (Dpts.
de Morfologfa y Medicina Experimental) U. de Chile.

La presencia de C3 en SS, Sa y FG es un hecho esta-

blecido. SS (puncién venosa), Sa (total) y FG (téc.intra

crevicular de Brill) aportado por un grupo de 10 perso-
nas sanas con §ptima salud periodontal y otro de 10 pa-
cientes con periodontitis marginal generalizada, se uti

1iz6 para hacer las mediciones. Estas se realizaron a
través de anticuerpos monoclonales mediante la técnica

de inmunodifusién radial segin Mancini, método que ofre

ce una sensibilidad de 1 mgr.%
La cantidad de C3 en el sano fue de 131,8 en SS;

71,45 en Sa y 2,61 en FG, y en el enfermo: 190,75; 1,95
Igs A, M y G determinadas

y 5,4 mgrs.% respectivamente.
(en trabajo paralelo, mismos pacientes y Técnica) dié

1896,2 (SS), 13,71 (Sa) y 48,91 (FG)en sanos y 2480,12;

43,86 y 100,35 mgrs.% respectivamente en enfermos.

Las Igs como C3 estdn 1lamativamente aumentadas en
SS y FG del enfermo, existiendo también aumento de Igs
en Sa y dramitica disminucién de C3.

ta C3. Aumento de C3 en FG del enfer-

mo debiera reflejarse en Sa, contrariamente existe abis

mante disminucién de 71,45 a 1,95 mgrs.% sefialdndonos
que existe alto consumo de C3 en tejidos periodontales
0 dentro del saco.

no, b) empleo de C3 como metabolito por las bacterias
del saco, y c) ruptura de C3 a través de la via alter-

na del complemento. Si alguno de estos mecanismos fuese
el operativo, la medicién de €3 en Sa. pudiera consti -

tuirse en un reflejo de la actividad de la enfermedad
periodontal.

LOCALIZACION IMUNOCITOQUIMICA
o _TUBULINA EN  MACROFAGOS
Localization of Isoforms T§
Macrophages). Del Caro, L.M(1,2)  y De Souza, W,(2), -
Depto.  Histologia =y Hubriologla & = 2Depto.
Parasitologla y Blofisica Celular - UFRJ, Brasil.

DE  ISOTIPOS B
(Immunocytochemistry
8 of o€ ~tubulin 1in

Acetylation of ©C —tubulin has been cbserved 1in
axonemal microtuoules, and it seems to be involved in
determining microtubule stability. We tried to
evidenciate the presence of acetylated and
non-acetylated o€ ~tubulin in microtubules’ of mouse
macrophages by Immunofluorescence and E.M. We used
mnmoclanal antibodies aspecific for these two isoforms
types ofx-tubulin in peritoneal macrophages adhered
and attached on grids. Cells were washed in Pipes,
enriched with MgClp, EOTA and glycerol, and treated
with Triton. Cells were incubated in presence aof
monoclonal antibodies that recognize acetylated oK -
tubulin or both acetylated and non-acetylatedec—
tubulin., Then were incubated in presence of GAM IgG
fluorescein conjugate (O.M.) or GAM IgG gold conjugate
(E.M.). Intense fluorescence was localized in cell
body 1incubated with monoclonal antibody that
recognizes allec-tubulin iscforms., Examination by E.M.
of extracted cells incubated in presence of this
antibody, and subsequently with gold conjugated
antibody showed intense labeling of all portions of
the cell body, with major labeling near centrioles and
at cell periphery. Cytoskeletan incubated with
monoclonal antibodies which recognize only acetylated
stubulin  showed a clear labeling of cytoplasmic
microtubules located near the centrioles. Because of
the microscope resclution, it was not possible to
individualize each microtubule by fluorescence
microscope. We suggest that the presence of

mlicrotubules that contain acetylated o¢-tubulin near
the centrioles makes this cytoskeletal region more
Supported by: CNBFy and FINEP,

stable,

Igs en Sa provie-
nen de glandulas salivales y FG, quien también le apor-

Ell0 podrfa explicarse: a) destruc-
ci6n enzimitica de C3 por proteasas de origen microbia-
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LA REPLICACION SECUENCIAL DEL GENOMA VEGETAi
Y SU RESPUESTA A LA HIPOXIA. (Sequential
replication of plant genome and its response
to hypoxia). De la Torre, C., Giménez-Abién,
M.I. y Lopez-S8ez, J.F.*. Centro de Investi-

gaciones Biolégicas, C.S.I.C., Velazquez, 144.
28006-Madrid, Espana, y *Depto. de Biologia,

Facultad de Ciencias, Universidad Auténoma.
280  -Madrid, Esparfia.

El periodo de replicacién, junto con
el G , son las fases del ciclo que presentan
un mayor - requerimiento energético, como
s- ve al medir el alargamiento que se produce
end os situaciones con grado distinto de
hipoxia (5 y 10% de O3) frente al control
(21% 0,), tanto en la respuesta al cambio
como en situaciones de equilibrio prolife-
rativo.

La respuesta a la hipoxia no es homogénea
a lo largo del periodo S, ya que el ultimo
tercio del S (S3) se alarga 2.9 veces al
5¢ de O, el centro del S (S3) 1.4 veces
y el primer tercio del S (S5;) apenas se
modifica. Esta heterogeneidad de respuesta
a la hipoxia, como a otras condiciones expo-
nenciales (hipersensibilidad del § a hidro-
xiurea y del S a 5-aminouracilo) sugiere
importantes diferencias en replicacibén tem-
prana, media y tardia. La replicacién tardia
en este material comprende la replicacién
de regiones centroméricas y teloméricas,
mientras que no se han detectado secuencias
especificas de replicacidn temprana o media.

DISECCION FARMACOLOGICA DE LAS CORRIENTES DE K* EN
FIBRAS MUSCULARES DE LA LARVA DE LA Drosophila melanogaster.
(Pharmacological characterlstics of K* currents in larval muscle fibers
from Drosophila melanogaster ). -Ricardo Delgado, Pedso Labarca,
Ramén Latorre y Enrico Stgfani. Depto.de Biologfa, Fac. de Clencias, U.
de Chile, Centro de Estudios Cientificos de Santiago, Dept. Physiology,
Bayior College of Medicine, Houston, Texas, EE. UU.

Cinco corrientes I6nicas han sido descritas en fibras musculares de
la larva de la Drosophila melanogaster: una corriente deiCa?* y custro
de K*, de las cuales dos son transientes (, y | {‘f") y dos mantenidas (,c
Yig - LeaVy I son dependientes de calc"o. na separacién de estas
corrientes usando toxinas especificas es importante ya que permitira un
estudio cinético detallado de las mismas y abre el camino para una
comparacion electrofisiolégica con mutantes que carecen de una de

olas. La fig. a muestra registros de corriente 2 " 708N
obtenidos en una fibra muscular bafada en Ringer — ———
hiperténico (NaCl 128 mM, KCI 2 mM, CaCIz. 1,8mM,

4 mM, sacarosa 350 mM, 5 mM Hepes, pH 7) %‘m
mediante la técnica de voltaje controlado de dos - .
microlectrodos. Los registros muestran un _g’_
componente de corriente de salida transiente que va 70
desapareciendo a medida que la fibra se despolariza b /——

y uno mantenido. El potencial de inversién de !

ambos componentes es < - 60 mV lo que indica 7 2
que se trata de corrientes de K*. Los registros que E
unmmmlatlgurabseobtwlemnen—ﬁ—
presencia de caribdotoxina (CTX) 100 nM. Los H
componentes de la corriente sensibles al CTX ¢

(registros en a - registros en b) se muestran en ia %
figura ¢. La CTX bioquea totaimente ef componente PR

transiente y parciaimente elimina ol P

tardio mantenido. Estos estudios sugleren que CTX, o 28

una toxina que se ha descrito como un inhibidor de

canales de K* activados por Ca®*, inhibe las comientes 1, I, . v I
presentes en la larva de la Drosophila.

Finaciado por NIH grant GM-35981, Proyecto FONDECYT 88/1167.
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AISLACION Y CARACTERIZACION DE GENES MITOCON-
DRIALES DE Solanum tuberosum.(Isolation and
characterization of Solanum tuberosum

mitochondrial genes) Pg.l(}'_%ﬂﬂ.rku Z.Ifl.\IPSI.Q._
s_Lz g Unida e Microbiologia y
Genética

Molecular, Fac. Cs. Biol., P.
Universidad Catélica de Chile.

La biogénesis mitocondrial estd& contro-
lada tanto por genes nucleares como mitocon-
driales cuya expresién debe estar coordinada.
Nuestro objetivo es la caractexizacién del
genoma mitocondrial (mt DNA) de S. tuberosum
y el estudio de 1la regulacién de su
expresién. En plantas superiores el mt DNA es
mucho n&s dgrande y complejo que en otros
ogganisnos, pero no tiene wuna capacidad
codificante significativamente mayor. Mu
poco se sabe de la estructura y expresién de
mt DNA de S. tuberosum, una especie llYoztan-
te en la agricultura mundial y nacional.

Se describe en este trabajo la aislacién
de los genes mitocondriales gue codifican
para el ~apocitocromo b (cob) y para la
subunidad 9 de la ATPsintetasa (atp9). Se han
escogido estas proteinas como modelos porque
forman parte de complejos gue tienen otras
subunidades codificadas en el nicleo.

Se determinaron por el método de
Southern las condiciones adecuadas de
hibridacién molecular del mt DNA con una
sonda cob de trigo con una sonda oligonu-
cleotidica de atp9 e&o-nezo), ambas marcadas
radiactivamente con ?2?P. Se determiné que la
sonda de cob hibrida con fragmentos EcoRl de
5 Kb y de 1,4-1,6 Kb, % la sonda atp9 con
fragmentos EcoRI de 7,6 Kb, 4,9 Kb y 1,0 Kb.
Para clonar estos fragmentos se construyeron
dos genotecas de mt DNA en plasmidos: una d4i-

iriendo con EcoRI y otra con Sall. Se ensayé
ga genoteca EcoRI por hibridacién molecular
con las sondas de cob y atp9, aisléndose
clones que contenian 1los fragmentos EcoRI
buscados. Se caracterizaron estos fragmentos,
estableciéndose un mapa de restriccién de
cada uno de ellos para determinar la relacién
entre ellos, y para su posterior secuen-
ciacién. Estos genes serdn adema&s utilizados
en ensayos de transcripcién in vitro.

SINTESIS DE PROGESTERONA EN CELULAS LUTEAS HUMANAS:MECA-
NISMO DE INHIBICION DE LA 4-HIDROXIANDROSTENE-3, 17-DIONA
(4 OHA).  (Progesterone synthesis by human luteal cells:
Inhibitory mechanise of 4 Hydroxyandrostene-3,17-Dione).
Devoto,i.. y Kohen, @, Inst.Inv.Maternoc Infantil,Dpto.
Ob/Ginecol. H.P, Jaraquemada, Fac. Medicina. U. de
Chile. (Patrocinic : L. Valladares).

La 4 OHA es un inhibidor competitivo de la aromatasa.
En trabajos previos hemos confirmado la accién inhibito-
ria de 40HA en la sintesis de estradiol (Ea) y hemos de—
mostrado que 1a 40HA (1 uM) en cultivos de células la-
teas (24 h) inhibe 50 % la sintesis basal de progestero—
na (Ps) y la estimulada por hCG. El presente trabajo
pretende establecer el mecanismo inhibitorio de 40HA en
la sintesis de P4 en células lateas humanas en fase in-
termedia. La obtencién de estas células se realizd segun
metodologia ya descrita (Fert Steril 51:628,19879). Las
células liteas se cultivaron por 24 h con los factores:
hCE (10 UI/ml), 40HA (1:M), BucAMP (1 puM), pregnenclona
(Ps;0,1 pM). Ps y 20chidroxiprogesterona (20a0HPs) fue-
ron previamente purificados por columnas de LH-20.Ps,Ea,
Ps y 2000HP. se determinaron por RIA especificrs. Los
resultados muestran que 1a sintesis basal de los este-
roides es (ng/10* cel/ 24 h): Pu:73,6; P4:137,8; 20a0HP.:
5,93 E2z 2,2. La sintesis de Ps es estimulada por hCG
(1,4 veces) y BuacAMP (2,5 veces) y la e 20a0HP, 2,1 y
1,4 veces respectivamente. La 40HA (1 pM) produce 2,4
veces acumulacidén de Px en relacién al basal; la concen-
tracién de 20 a0HP. no se modifica. Con BuzCAMP + 40HA
existe un_aumento en la acumulacién de Ps en relacién a
la 40HA sola (3,9 vs 2,4), lo que no se visualiza con
hCG + 40HA (2,4 ve 2,4). Con Ps 0,1 pM la sintesis de P,
aumenta 3 veces; sin embargo, la inhibicién de 40HA se
mantiene en presencia de esta dosis de Ps. En resumen,
estos resultados sugeririan que de preferencia el meca-
nisao de inhibicién de 40HA en la sintesis de P4 seria
en la transformacién de Ps a Pa,siendo poco probable gue
1a disminucién de P4 se deba a un déficit de Ps o0 a la
conversitn de Ps a 2000HP,. .

Fondecyt 0870; Ruckefeller GAPS 8845

DEL SISTEMA RECEPTOR QUE MEDIA LA ACCION
QEL sG,EN MUSCULO LISO DE TRAQUEA Y AORTA DE RATA, - .
(ldent‘flcatlon of a receptor system,that medlates SG
action in smooth muscles from rat's trachea and aorta’.
REPIX.M.S., ABAYA.B., BRAVO,J. y ALVAREZ A, Fac.Cs.de la
Salud, Unlversidad de Antofagasta.

En el estudio de metabolitos con principios bioactivos
obtenidos de plantas con efectos medicinales, es Importan
te elucidar el mecanismo de acclén involucrado;como par-
te esenclal en ¢l estudio b&sico de estos productos con
eventual uso farmacoléglco.

Estudios anterliores muestran que el derivado de p-hidro
xiacetofenona (SG,)obtenido del Senecio graveolens wed —
presenta un efecto hipotensor y broncodilatador en animal
entero y 6rgano aislado de rata. En este trabajo se iden-
tifica el sistema receptor que medla los efectos del me-
tabolito, utilizando agonistas, antagonistas y efectores
del sistema B-adrenérgico.

Se evalub mediante poligraffa en cintas de tréquea y aor-
ta de rata, el efecto del SG,, en una curva dosis respues-
ta y en presencia de antagon]sta y efectores del sistema
B-adrenérgico.

Los resultados obtenlidos Indican que el SG presenga un
efecto relajador(30%)d6sis dependientes (16'7,10- M) en
tréquea y aorta de rata. Utillizando SG (10"5M)en presen-
cla de los antagonistas propanclol y agenolol(IO' M), se
observa que la relajaci6n provocada por $G,es bloqueada
en un 60% por propanciol en ambos tejidos y 21 y 70% en
tréquea y aorta con atenolol.En ambos tejidos la teofili-
na potencia el efecto relajador del SG, en un 30%. En ar-
teria la N-etiimaleimida suprime este efecto en un 67%.
Estas evidencias confirman que la relajacién provocada
por SG, en la musculatura lisa de traiquea y aorta de ra-
ta es mediada por el sistema receptor B-Adrenérglco-Ade
nilato ciclasa, con.el aumento consecuente de los niveles
intracelulares de AMPc, lo que deprime la respuesta con-
tréctil del mlsculo y provoca la relajacidn, efecto simi
lar al de salbutamol e !sopreterenc! utilizados como com=
puestos de referencila.

(Proyecto DGIEXAT, UNIVERSIDAD DE ANTOFAGASTA)

VARIACION GEOGRAFICA DEL CANTO DE RECHAZO
SEXUAL DE Bufo spinulosus (AMPHIBIA-
BUFONIDAE). (Geographic variation of Bufo
spinulosus release call ). Diaz-Barraza, M. vy
Veloso, A. Depto. Cs. Ecoléglcas, Fac.

Ciencias, U. de Chile.

Durante la reproduccién, B, spinulosus
emite un canto de rechazo sexual. La sefial es
especie-especifica y al comparar con otras
especies congenéricas, es atil como
complemento a la diagnosis taxonémica. Esta
compuesta por pulsos cortos y unicos y
finaliza con un "trill" de pulsos répidos.
Tiene una estructura estable pero sus
parametros espectrales y temporales varian de
acuerdo a la talla de 1los ejemplares y
condiciones fisicas de emisién. La variacién
cuantitativa interpoblacional de estos
parametros no ha sido estudiada.

Se registré mediante grabaciones y
analizé mediante oscilogramas, la sefial
correspondiente a ejemplares de 2 poblaciones
de la Zona Norte: Parinacota (4300 m), Putre
(3600 m) y Bafios Morales (2300 m aprox.) de
la Zona Central. Los ejemplares de estas
poblaciones muestran diferencias de tallas.
Las . comparaciones interpoblacionales indican
diferencias significativas (p<0.05) de los
paradmetros de la sefial. Los ejemplares de
Putre tienen mayor Frecuencia ' Dominante y
Duracién del "trill"”, pero al mismo +tiempo
notas simples pre y post "trill" de menor
duracién.

Se discute el significado de la seifial en
el reconocimiento de sexo y su variacién en
correspondencia al grado de aislamiento
geografico entre poblaciones.

Financiado Proy. N.2823,DTI, U. de Chile.
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POBIBLEB VIAS ALTERNATIWAE DE INDUCCION DE SINTESIS DE
;DNA EN GLANDULA PAROTIDA DE RATON (Possible altarnati-
ve pathways for the induction of DNA syntheeis in
;mouse parotid gland). Diaz—Bérguez, H., Diaz, N. y
‘Lépez Bolis, R.0. Dpto. Biologia Celular y Genética,
'Facultad de Madicina, U. de Chile.

Las glindulas parétidas de ratén estimuladas in
‘'viva por isoproterercl (IPR) o andlogos constituye
un modelo de estudio de los mecanismos de induccién de
[proliferacién celular. Diversas analogias cbeervadas
ien la induccién por andlogos de IPR sugisren la exis—
‘tencia de una via comin. 8in embargo, también eximten
diferencias que pudieran corresponder a la expresidén
;0a diferentes vias o mecanismos de induccidn.

En este trabajo se evalia esta alternativa
‘madiante el uso de IPR y dicloroisoproterenol (DCI).
-Tantg DCI como IPR son potentes inductores de prolife—
racién celular, que se asemejan en producir desialila—
cién de la membrana plasmitica y se diferencian en que
s6lo el segundo provoca un répido (2-3 minutos) y
notable (400 veces) incremento en los niveles de cAMP.

Una administracion de DCI produce un &0% de la
sintesis de ONA inducida por dosis equimolares de
IPR. Administrados en forma crénica y diaria, IPRy
DCI inducen una respuesta 'méxima de sintesis de DNA
en los primeros 2-3 dias. Estas respuestas disminuyen
répidamente hasta que las glandulas pardtidas se
tornan refractarias en el dia 5. 8in embargo, IFR es
capaz de reinducir la sintesis de DNA en gldndulas
tratadas crénicamente con 0CI. La intensidad de
respuesta en este caso es semejante a la producida por
una primera estimulacién con IPR.

Los resultados sugieren gue la incapacidad de
DCI para inducir sintesis de DNA en glindulas tratadas
crénicamente con el mismo agonista, no se deberia a
una alteracién de la via o mecanismo por la que
IPR induce la misma respuesta.

Proyectos DTI-U. de Chile B-2366 y FONDECYT 0793-69

OBTENCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES -ANTIADUCTO FOTO-
INDUCIDO TRIPTOFANQO-RIBOFLAVINA (Obtention of polyclo-
nal anti photoinduced adduct tryptophan-riboflavin an-
_tibodies).

Diaz,M. y Silva,E. Laboratorio de Proteinas y Alimentos.
Facultad de Quimica.P.Universidad La.61ica de Chile,

El descubrimiento de la formacion de una union fotoindu
cida entre el triptdfano y la riboflavina ha permitido
explicar tanto 1a hepatotoxicidad observada en pacientes
sometidos a alimentacidn parenteral como asi también la
citotoxicidad de medios de cultivo expuestos a la accifn
de la luz visible. En este trabajo se pretendia la obten

cion de anticuerpos especificos para este fotoaducto que

pudieran ser-utilizadas en la deteccifn de este compues-
to a nivel plasmitico o en cualquier sistema bioldgico o
quimico en el cual fuera de interés su identificacidn y
aislaci6n. Para este efecto se procedid a inducir foto -
quimicamente la union de la riboflavina a los residuos
de tript6fano presentes en la albimina de suero de bovi-
no (BSA). La generacién del aducto triptdfano-riboflavi-
na fue confirmada mediante espectroscopia de absorcibny
.de emisidn.

Los ‘sueros obtenidos después de inmunizaciones sucesivas
de una coneja con la proteina modificada (BSA-Rb) se ti-
tularon utilizando el test de inmunoensayo enzimdtico
ELISA. Los resultados revelan que la respuesta inmune es

significativamente mayor en presencia de BSA-Rb en compa

racién a la obtenida con BSA. Por otra parte la respues-
ta se fue haciendo cada vez mis especifica después de ca
da inmunizacitn. Con el objeto de eliminar la respuesta
inmune contra el transportador se purificd el suero recu
rriendo a una columna de afinidad Sepharosa-BSA. En es-
tas circunstancias el test de ELISA efectuado mostrd res
puesta especifica frente a BSA-Rb. Los resultados obteni
.dos hasta esta fecha abren perspectivas interesantes pa-
ra el posterior desarrollo de anticuerpos monoclonales.

Financiado por proyecto FONDECYT 0389/89.
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EFECTO DEL DIFUNDIDO TOTAL DE LA GANGA DE OVOCITOS
DE Bufo arenarum SOBRE LA CAPACIDAD FECUNDANTE DE
ESPERMATOZOIDES HOMOLOGOS. (Effect of egg water of Bufg
areparum on the fertilizing capacity of homologous
spermatozoa).Dlaz Fantdevila M.F., Blai B. v Cabaga 'M.O..
I.N.8.1.B.1.0., Univ. Nac. de Tucuman., Fac. de Cs. Bioqcas. y
Farm., Univ. Nac. de Rosario, Argentina,

La cubierta gelatinosa de ovocitos de Bufn arenarum
contiene sustancias difusibles, extraibles en agua destilaga o
soluciones salinas diluidas, que se denomind. Difuncido Total
(DT)., Se sugiere que este difundido activa a los
espermatozoides cuando penetran a’la gelatina ya que las tiras
de Ovocitos una vez extraidas no son tecundables, sxtuacmn
que se revierte si al medio se agrega DT.

El DT ests formado por glicoproteinas, sales y iipidos. La
composicion y funsion de estos Gltimos estsd en estudio. Se
incubaron espermatozoides de Bufo areparum con DT 5, 120 y
240 min, previos a la inseminacion de ovocitas horidlogos. Se
comprobd que el DT unhibe la capacidad fecundante de los
espermatozoldes. Se descarto que el efecto sea debido a la
osmolaridad del DT (35 mOsm/Kg de agua) ya que los controles
realizados en Ringer 10 % de igual osmolaridad que el DT no
producfa ningun efecto sobre la capacidad fecundante de los
espermatozoides. También se descartd el efecto de proteinas
activas pues luego de calentar 15 min. el DT a 1009C el efecto
innibitorio continuaba. Se extrajeron lfpidos de un DT
liofilizado con cloroformo:metanol (1:1) y en este extracto
lipidico (ELDT) se determint la presencia de fosfato y azlcares
probablemente de fosfollpidos y glicolipidos. Se incubaron
espermatozoides con diferentes concentraciones del ELDT y
luego se inseminaron ovocitos homologos, encontrandose que
adn con conicentraciones tan bajas como 0,01 umoles/l de ELDT,
expresado como fosfato el efecto inhibitorio continuaba.

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE ESTRADIOL SD-
BRE LA ACTIVIDAD MOTORA DE RATRS OVARIECTOMI-
IADAS (Effects of estradiol administration om
MOtOr activity in ovariectomized rats).
Diaz-Velizy B. v Mora, 8. Dpto. Preclinicas.
Div. Oriente, Fac. de Medicina, Lk de Chile.

En trabajos anter iores hemos demostrado ave
en |1a rata hembra se praducen wod i ficaciones
on CONdUCtas MOTOras essontaneas, |as cuales
estan correlacionadas con |as etapas del cCi—
clo estral. EI presente trabalo tiene sor Ob—
Jeto estudiar la participacion det! estradiol
en dichas modificaciones.

B¢ utilizaron ratas Sprrasue—Dawiey hembras
de aeroximadamente 289 sr., las cvalies fuerom
SOmet idAs 4 Castracion bajo anestesia etered.
Estradiol fue invectado 14 dias despues de 1a
castracion, en dosis unica de 2 v 20 uvs/rata
La actividad motora se resistro 3. 24, 4B ¥
72 horas despues de la inveccion de la hor—
wona o solivente, durante 3B min.

Estradiol produjo efectos asudos sobre las
conductas motorast! 3 hrs JdJessues de 1a isvec—
cion se Produio uUn aumento de ta wmotilidad
total vy levantadas. con asbas dosis. Estos e
fectOos desaparecieron a las 26 hrs ¥ lueso se
Produio un rebote de |a actividad a tas 48 v
72 hrs, con ia dosis mavor. Las sacudidas de
cabeza aumentaron y @] tiemno de limsieza
disminuyos, & Partir de las 24 hrs POStinyec~
cion. Estradiol ejerce fectos asudos vy re-
tardados sobre la conducta. Posiblemente por
interactuar con dopamina cerebral.

Provectos FONDECYT 1884/89 y DTI B-2707.
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PRESUPUESTO DE NITROGENO DE Gambusia affinis: UNA
PRIMERA APROXIMACION, Nitrogen budget of anni#
sﬂiﬁn_ a first level of analysis. Domingues, P.,

ubilles, B. y Araya N, Secciln Ecologie. Universi-
dad Cstblice de Valparaiso,

En un ecosistema asubtico, los peces cumplem um rol
de importancia ya sea oome retenedores de nutrientees
sl poseer tasas de removacida wés bajes que el plang
toa, 0 bien oomo liberadores de natrientes al no
seor sist de ret 16n eficientes (altas prdi-
das por egestila y/s excresila).

ElL aitrigeno ¢s un olemente limitativo d¢ la produc~
0ifa de muechos lages, presenta diferentes estados de
oxidacifn de maners que puede ser detectado com ciep
ta facilidad; se dispons asf de un trasador aatural
para evalmar flujes do oste clemente en el sistemn.

o8 ua pos introdusido, de hibitos

do G, affinis, baje sondisiones de laboratorio,

Los adultes de affiais Tueron alimentados com
meap (docis eomoccida de Nitrégeno). La ex-

cres: o0 estind midiendo el wamdnio acumulado en
lee depleites de experimentaciln, la egentiln median
te ¢l anflisis d¢ K on las fecas, y por §1tise se ni
316 1a cantidad de N en la biomaza del pes. Las escs
1as ds tiempe fwerom las shs pequefias permisidlee pa
ra svitar isterferencias (p.e. crecieiento bacterie~
20), la experimentacifn ee hiso a 20¢C y un promedio
de %0 hrs lus.

Se-uidi8 las tasas de renovacién, eficiemoias de re
tenciba y asinilsoiln de N en el pes. Se proyectan
1os resultados para inferir acerce de la partioipa~
eién do G, affinis en el presupuesto de N del lago.
Proyecto FORDECYT 365/87 y UCV,DGI 122,754/87

ESTRUCTURA GENETICA DENTRO DE UNA PEQUERA
POBLACION DE ESCHSCHOLZIA CALIFORNICA CHAM,
(Genetic structure within a small population
of Eschacholzia californica Cham., Eaton,

y Pinto, A,, Departemento de Ciencias Ecoldgi-
cas, Facultad de Ciencias, Univ. de Chile.

Una distribucién no aleatoria de genotipos
dentro de una poblacién de plantas puede pro-
ducirse, debido a movimiento limitado de
polen y/o de semillas, El ‘dedal de oro"
tiene dmbas restricciones, por lo cual es un
buen modelo para estudiar tales efectos.

Se hizo el mapa de lae ubicaciones de 1los
individuos presentes en una pequefia poblacién
(Chicauma, Regiéh Metropolitana), y se averi-
guo sus genotipos con respecto a 15 1loci-
enziméticos, Esta informacién fue utilizada
para buscar evidencia para estructura
genética. El andlisis de autocorrelacién
espacial demostré una tendencia de encontrir
genotipos idénticos entre vecinos en 5§ 1loci,
La poblacién puede dividirse en dos subpobla-
ciones,. con frecuencias alélicas significati-
vemente diferentes en 4 de los loci. El drea
més recientemente colonizada presenta menos
diversidad alélica que la subpoblacién més
antigua, Dentro de cada subpoblacién hay una
leve deficiencia de heterozigotos, que alcanza
ser significativa solo para ACP-2, Sin embar-
go, al tratarlo como una sola -poblacién, s=se
observa deficiencia de heterozigotos en 7 loci
(efecto de Wahlund). Los individuos que se
incorporaron a la poblacién en un affo desfa-
vorable son més heterozigotos que aquellos que
se incorporaron en un afio favorable. Se dis-
cute la importancia de la estructura genética
intrapoblacional como factor evolutivo,
FINANCIADO POR PROYECTO B,2820-8812, DTI,
Universidad de Chile.

POSIBLE ROL DEL HEPATOPANCREAS EN LA SINTESIS DE LIPI-
DOS DURANTE LA VITELOGENESIS DEL CAMARON DE ROCA
Rhynchocinetes typus.(Hepatopancreas role in lipid
biosynthesis during vitellogenesis in the crayfish
Rhynchocinetes typus). Donghi, S., Mufioz, G. y Ceriso-
la, H. Lab. Embriologia y Lab. Genética Molecular, TIns-
tituto de Biologia, Universidad Cat6lica de Valparafso.

El vitelo almacenado durante el crecimiento del oocito
proporciona los nutrientes para el desarrollo del em -
brién. En diferentes sistemas se conoce la composicibn
proteica del vitelo, no asf su composicién de lfipidos.
Las protefnas se sintetizan externamente como una poli
protefna conocida como vitelogenina que es transporta-
da por el liquido corporal hasta el oocito. En el cama
rén de roca R.typus hemos distinguido 4 estados de ma-
duracion oocitaria. Estudios de fosforilaci6n de l&gi—
dos realizados in vivo mediante la inyeccién de H3°¢P0Og,
muestran la presencia de lipidos fosforilados en vite-
lo para el camar6én de estado 2. Lipidos extraldos y se-
parados mediante cromatograffa en capa fina permiten la
identificacion de fosfatidil- etanolamina,-colina y -se
rina al comparar sus Rf con aquellos de marcadores co-
merciales como también mediante tinciones especificas;
1ipidos fosforilados se demuestran mediante autoradio-
graffa. Estos mismos componentes se identifican en he-
patopdncreas como también en hemolinfa. La presencia de
lipidos fosforilados en hepatopéncreas, hemolinfa y vi-
telo se observa para camarones inyectados e incubados
durante 12 y 24 hrs. En cambio para camarone§ incubados
por 6 hrs. s6lo se observa incorporacién de 2p en 1ipi
dos de hepatopancreas y hemolinfa, no asi en vitelo. ES
tos resultados sugieren un posible rol del hepatopén -
creas en el proceso de sintesis de lipidos durante la
vitelogénesis en el camar6n de roca R. typus .

EFECTO DEL ACRTALDEHIDO (A1CHO) IN YIVO SOBRR Bl TRANS
PORTE NITOCONDRIAL DB SISTENA NERVIOSO CENTRAL. (Ace~
taldebyde in vivo effect on CN3' mitochondrial trans-
port). Bgaiia, B. & Ramires, N.T. Universidad de Chile;
Facultad de Nedicina - Instituto de Nedioina Bxperimen
tal - Laberatorio de Neuroqufmioca; Santiago 7 Chile.
Existe evidencia que el ALCHO, metadolite primario de
la oxidacién de etanol (EtOH) prod por oond ién
con aminas bWiogénioas o por altersoién del metabolismo
de sllas en X bioafntesis de tetrahidroisoquinolinas
¥ tetrahidrgScarbolinas, oempuestes epieides, implica-
dos enj la apstenoia por alookol, alteracién de la fum
oién sdrenérgios, asf oeme el efecte depresor sobre la
oonducta, Por otra parte estudios realisados por los
Adde (1986 y 1988) han demestrado que ratas semetidas
a la ingestién permanente y generacional de etancl,
presentsn dieminucién de ciertos fndices neurobioqufmi
oos relacionados com la biodisponibilidad de energfa
en SEC, alteracién que reflejarfa el efecte del EtOH
por 86 ¥y la acoién indireota del AILCHO. Por los hechos
anteriorwente expuestos considersmos de interés cono~
ocer la accién exolusiva del AICHO sebre el tramsporte
mitooondrial en &reas de SNC de ratas a las que se ad
ministra A1CHO en forma permanente y generacional.
Batas adultas albino Wietaro’y Qs Normal y Acetaldehi-
sadas"jéstas Teciben diariamente 200 mg AICHO/Xg i.p.
durante toda su vida (incluide predes en$ ) por 5-6 ge
neraciones. Se sacrificaron y se obtuvo mitocondria
des cortesa cerebral, hipotfélamo y cerebelo. Transpor-
te mitocondrial medido en polarfgrafo con electrodo
Clark y medio reaccional ad hoo en cémars a 25° C.
Substrato Sitio I y II de cadena respiratoria.

Las ratas acetaldehisadas demostraren disminucién de
los fndices neurebioqufsicos comparados con normal (
oonsume de oxfgenc en estade 4 y 3, ADP/0 y R.C.R.).
Bsto implioarfa a00ién directa del AICHO sobre la dis
ponibilidad de energfa para funciones fundasentalss
del SNC, 10 que ee relacionarfa oon las manifestacio-
nes neurofisiopatolégioas inducidas por la ingestidn
de BtOH,
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CANALES DE POTASIO EN VESICULAS DE SARCOLEMA DE MUSCULO
ESQUELETICO NORMAL Y DESNERVADO. (Potassium channels of
sarcolemmal vesicles from normal and denervated skeletal
muscle). Escobar.A.L.M, Schinder.A.F., Cuch,D., Nicola
8ixi,L.C., y Uchitel, 0.D. 1Imstituto de Biologia
Celular, Facultad de Medicina y Departamento de Biologia,
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de
Buenos Aires. (Patrocinio: B. Suarez-Isla).

El objetivo del trabajo fue estudiar el efecto que la
desnervacién produce en la expresion de diferentes tipos
de canales de K' en misculos esqueléticos de mamifero.
Los estudios fueron realizados en vesiculas de sarcolema
obtenidas por estiramiento mecdnico de fibras de wisculo
EDL normal y desnervado, utilizando la técnica de patch-
clamp.

Los registros fueron obtenidos en la configuracién
"inside-out", siendo las soluciones simétricas (125 KCl,
2 mM TES pH 7.2 y pCa=5).

En los mdsculos controles fueron ohservados dos clases
de canales de K': uno activado por Ca'* (g = 260 + 20pS),
y otro blogueable por Ba'* (2.5 mM) de 95 ¢ 10 pS. En
los desnervados se encontrS, entre otros, un canal de 15
%+ 3 pS insensible a 20 mM TEA.

Este canal, no encontrado en los controles, es de
particular interés debido a su posible asociacién con el
receptor de apamina y el fenéweno de “after-
hyperpolarization” que aparece 1luego del proceso
desnervatorio. '

IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DEL RECEPTOR
DE VASOPRESINA (ldentification and characteri-
zation of the vasopressin receptor). Estrada,
Gonzdlez, C.B. Instituto de Fisiologia,
Universidad Austral de Chile.

Vasopresina (VP) tiene una actividad anti-
diurética, vasoconstrictora y gluconeogénica.
La antidiuresis es mediada por receptores Vs,
en cambio 1la vasoconstriccién y la gluconeo-
génesis por receptores V;. A fin de entender
los eventos celulares en la activacién del
receptor es necesario la identificacién y
caracterizacién molecular de los componentes
del sistema receptor-transducciéon. Para este
efecto se unidé covalentementeﬂi-vpxa membranas
de higado de cerdo usando dos agentes bifun-
cionales (DHS, EGS) y uno ademis fotoactivable
(HSAB). Las proteinas se separaron por elec-
troforesis en geles-SDS y estos fueron expues-
tos a placas radiograficas. Por otro lado,
proteinas de membrana fueron separadas por
electroforesis, electrotransferidas a nitroce-
lulosa y estas incubadas con '¥I-VP, lavadas y
expuestas a placas radiogrificas.

Los experimentos de marcaje de afinidad

revelaron que 'SI-VP se une a una proteina de
60 Kda en forma saturable. Esta unién es
especifica dado que puede ser desplazada por

VP o por un antagonista de VP pero no por
oxitocina ni angiotensina. La incubacién de
nitrocelulosa conteniendo proteinas de
membranas con '3I-VP mostré la unidén especi-
fica de la hormona a dos proteinas de 56 y 58
Kda. Estos resultados sugieren gue el receptor
de vasopresina es una proteina de peso
molecular de aproximadamente 58 Kda.

Financiado por FONDECYT 89-206 y DIUACH 86-26.
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ANTICUERPOS CONTRA LAS GLICOPROTEINAS DEL VIRUS DE
INMUNODEFICIENCIA TIPD 2  (VIH-2) EN  INDIVIDUOS
INFECTADOS® CON VIH-1. (Aritibodies against VIH-2
glycoproteins in HIV-1 infected individuals). j

i v Centro de Estudios
ientificos de Santiago y Unidad de Virologia. Fac.
de Medicina, U. de Chile.

El suero de un individuo infectado con el
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) contiene
cantidades variables de anticuerpos contra las
protelnas codificadas por los genes gag, pol y env de
este virus, Originalmente se creyd gue la reactividad
cruzada entre los dos tipos de VIH que pueden causar
SIDA, VIH-1 y VIH-2, estaba restringida a las
proteinas codificadas por los genes gag y pol, por lo
tanto la reaccién del suero de un individuo con las
glicoproteinas de ambos tipos de VIH se ha
considerado indicadora de una doble infeccibn.

Analizando sueros de individuos residentes en
Chile que presentan anticuerpos contra VIH-1, hemos
encontrado que un 26% de ellos contienen anticuerpos
capaces de reaccionar con la proteina externa de VIH-
2, gp125, y que un 70% reacciona con el precursor de
esta proteina, gpl140. Este andlisis se realizo por
insuncprecipitacion de las proteinas de ambos tipos y
subsecuente electroforesis en gel de poliacrilamida
para identificar los antigenos precipitados.

. Andlisis de los sueros por otras tkcnicas vy
consideraciones epidemioldgicas, indican que los
individuos que presentan reaccidn cruzada no estan
infectados con ambos tipos de virus. La presencia de
anticuerpos contra las glicoproteinas de VIH-2 en
algunos individuos, podria explicarse por la

infeccidn con una cepa diferente de VIH-1, o por
difgrgnciu en la respuesta inmune de estos
individuos. la causa de la preseacia de estos

anticuerpos y su posible relacidn con el progreso de
latird\:eccibn hasta provocar SIDR, esta actualmente en
estudio.

EFECTOS DE ALZAS TERMICAS SOBRE LA REGULACION VENTIIA-
TORIA. PARTICIPACION DE AFERENCIAS CAROTIDEAS. (Effects
of thermal rises on ventilatory regulation. FRole of
carotid afferents). Fadic, R., Eugenin, J., Larrain, C.
y Zapata, P. Lab. Neurobiclogia, U. CatOlica de Chile.

Dado el control de los arteria-
les sobre la ventilacién pulmonar en repoeo y el efecto
determinante de la temperatura sobre la frecuencia de
descarga de estos quimiorreceptores, interesa caracte-
rizar los cawbios de los parémetros ventilatorios
inducidos por alzas témmicas y la contribuciin de los
quimiorreceptores carotidecs a dichos efectos.

En gatos anestesiados con pentobarbitona, tezmo-
rregulados inicialmente a 379C, se determind volumsm
corriente (VT), frecuencia respiratoria (fR), wolumen
minuto inspiratorio (VI), frecuencia de suspiros (£G).
comando inspiratorio (VI/TI), fraccién de tiempo jme-
piratorio (TI/TTOT) y PETOD2. Se elevd la temperatwxs
rectal a 399C por calentamiento externo, antes y des—
pués de una neurotomia carotidea bilateral (MCB). E1
andlisis estadistico se basé en pruebas de Friedmss.

Las alzas térmicas triplicaron £G, smmentammm com-
sistentemente VI y VI/TI, disminuyeron TI/YXN y
PETCO2, produciendo aumentos variables de V¥ y/o IR en
diferentes animales. Los efectos ventilatorios se -
virtieron al retornar a 379C. La depresida wemtilstoria
transitoria evocada por exposicidn breve & MOR Q2 fue
mis pronunciada a 399C. ios amentos de fG, VI, VT y
VI/TI como las caidas de TI/TIOT en respuesta al alza
térmica fueron menores después de la NCB.

Se concluye que el amento de la wemtilacidn pul-
monar evocado por alza térmices es medialc parcialmente
por efectos reflejos desencadenados desde los quimio-
rreceptores carotideos.

(Financiamiento: FONDECYT 89-499 y Amd. Gildemeister).
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MARCADORES GENETICOS: EXPRESION DE LDH Y MDH' EN TEJIDOS
DE Salmo gairdneri. (Genetic markers: expression of LDH
and MDH in tissues of §. gairdneri). Faindez V.H.; Alay,
F.; Gonzflez, F.; Cabello,J. Laboratorio de Genética.
Depto. de Biologfa Molecular. U. de Concepcibn, Chile.
(Financiado por Proyecto DIC: 20.31.22)

En la actualidad los estudios de genética de poblacio
nes estén basados en la deteccibn de isoenzimas como mar
cadores genéticos, las cuales pueden ser evidenciadas me
diante el método electroforético que emplea almidén como
soporte, seguido de tincidn especIfica.

Las poblaciones de peces son especialmente apropiadas
para este tipo de estudio, dado entre otros aspectos, a
su extrema diversidad, gran tamafio poblacional y facili-
dad de captura.

La piscicultura en Chile ha experimentado, durante la
presente década, un notable desarrollo especialmente en
la X Regién. En la IX Regifn existen también ejemplos
concretos del cultivo de trucha arco iris con fines co -
merciales y de repoblamiento, por lo tanto, es de pre -
veer a corto y mediano plazo el desarrollo de cultivos
acufcolas en la VIII Regidn debido a las potencialidades
del recurso hidrico disponible en los sectores precordi-
lleranos.

La piscicultura de trucha arco iris se desarrolls en
algunos casos a partir de ovas importadas y en otros, a
partir de ovas nacionales provenientes de pisciculturas
locales. Esto filtimo sugiere como tarea urgente, el cono
cimiento y manejo de la reproduccisn y genética de estos
organismos.

El presente trabajo entrega informacién en torno a la
expresién ¢e las isoenzimas LDH y MDH en 9 tejidos y hu-
mor vitreo de juveniles de trucha arco iris (Salmo gaird
neri) provenientes de la piscicultura de Lautaro (IX Re-
gién, Chile). Se observa la expresién de estas enzimas
a pH 8 para MDH.

RECONSTRUCCION DEL CITOESQUELETQ MICROTUBULAR ECTOPLASMI-
CO DEL HUEVO DE SANGUIJUELA MEDIANTE MICROSCOPIA OPTICA
DE BARRIDO:CONFOCAL (Reconstruction of the ectoplasmic
microtubule cytoskeleton of the leech egg by scanning
light microscopy). Fernindez, J., Torrence, S., Téllez,
V. y Olea, N. Fac. Ciencias, U. de ChiTe y Dept.Mo Cell
Biol. U. California, Berkeley.

Dominios de citoplasma rico en organelos (teloplasma)
y destinados a la formaci6n de ecto y mesodermo se esta-
blecen en los polos del huevo indiviso de sanguijuela du
rante la primera interfase. Este proceso se acompafia de
la aparicion de anillos polares y bandas meridionales de
contraccidn, cuyo desplazamiento culmina con la acumula-
cién de numerosos organelos en los polos del huevo. Mi-
crotiibulos (mts)y microfilamentos estdn presentes en el
ectoplasma y drogas como la colchicina y citochalasina B
pueden bloquear o perturbar, respectivamente,la forma -
cién de teloplasma. Para comprender el papel de los mts
en este proceso se estudié su organizacion en huevos in-
terfasicos del glossifoniido Theromyzon aude. Montajes
completos de huevos tefiidos para inmunofluorescencia de
tubulina fueron observadds con microscopia de fluorescen
cia convencional y confocal. Se construyeron proyeccio-
nes del citoesqueleto microtubular e imdgenes estereoscd
picas, a partir de series focales espaciadas cada 0,9 um.

Existen dos poblaciones de mts interfasicos:los asocia
dos a los surcos meridionales (mts A) y los presentes en
tre éstos (mts B). Los primeros forman prominéntes colum
nas citoesqueléticas, presumiblemente como resultado de
la aglutinacidn de mts provocada por contraccién de 1la
red de actina ectoplasmica. Los mts B son también meri-
dionales, pero forman discretos fasciculos de distribu -
cign mds superficial. E1 transporte de organelos se ca-
racteriza por ocurrir mayoritariamente a lo largo de los
sts A y acompafarse de acortamiento de mts A y B.  Asi,
durante la formacidon de teloplasma los organelos parecen
trasladarse a 1o largo de un sistema especializado de mts
gme presenta ciertas analogias con los mts cinetocoricos.
{Fimamciado por FONDECYT, Proyecto 89-1128).
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SOBRE LA REPLICACION DE DNA EN PNBLAC!ON DE CELULAS BI-
NUCLEADAS (On the DNA replication in binucleated cells).
Ferndndez,J. Laboratorio de Citogenética, Fac. Recursos
Naturales, U. del Bfo~Bfo - Chillan.

(Patrocinio: E. Zamorano).

Con el propbsito de conocer la accién de un dafo sobre
la progresién en la sintesis de DNA y el efecto de la
inhibicién de sintesis de protefnas sobre el mismo pro-
ceso en situacién de genoma normal y lesionado se proce
di6 a probar el efecto del metilmetanosulfonato (MMS)
sobreé la cinética de sintesis de DNA en células binu=~
cleadas las que fueron inducidas por tratamiento de una
hora con solucién de cafeina 5 WM, encontrindose que
luego de un tratamiento de | hora con MMS 2mM no se mo-
difica significativamente la progresién de las células
a través de S, lo que sugiere que ain cuando la existen
cia de un dafio puede producir la inactivacidn de facto-
res de trénsito, la célula podria desencadenar una res-
puesta que incluye la sfntesis de nuevos factores que
le permitan progresar a través de esta etapa, por lo
tanto la inhibicién de la biosintesis de proteinas debe
rfa inducir un frenado en 1a sintesis de DNA.

Al ensayar el efecto de los inhibidores de la biosinte-
sis protefca: cicloheximida (0,7ug/ml), anisomicina
tug/ml) y emetina(10ug/ml sobre la cinética de sinte-
sis de DNA se observé que 1a presencia del inhibidor de
sintesis proteica no produce una modificacibn sustan-
cial en la sintesis de DNA. Sin embargo, cuando se pre
incuba con MMS y luego Se trata con CHM, emetina o ani-
somicina se produce una severa caida en la sintesis de
DNA. Los resultados obtenidos apoyan la idea que la
presencia de dafio puede desencadenar una respuesta que
incluya la biosintesis proteica de algin factor gque es
requerido para la progresién del desarrollo de la eta-
pa de replicacién de la informacién genética.

Financiado parcialmente proyecto 89-3114 - U. del Bfo-
Bio.

ALTERACION DEL  MICROAMBIENTE HEMATOPOIETICO- POR
CELULAS LEUCEMICAS. (Altered hematopoietic microenviron-
ment by leukemic cells). Fernéindez,M. y Martinez J. Uni-

.dad de Biologfa Celular. INTA. Universidad de Chile.

En la leucemogénesis, la transformacién de precursores
inmaduros genera un bloqueo en el patrén normal
de diferenciacién y por consiguiente distintos tipos
de interaccién entre el clon leucémico y el micro-
ambiente (MA). Con el propésito de comprender los meca-
nismos por los cuales las células leucémicas provocan
alteraciones en el MA, se evalud el efecto de inSculos
de células leucémicas de la lfnea WEHI-3B,. sobre
estroma de cultivos continuos de médula Ssea (CCMO)
de ratén Balb-c.

Estudios con células WEHI marcadas con Cr-51, indicaron
que el 60%,de las células permanecen adheridas al
estroma. Luego de 5 dfas de cocultivos se observd
la aparicién de espacios libres de células en estroma.
Este efecto no se observs con células progenitoras
normales. Dado que coligeno es el componente mas
abundante de la matrix extracelular (HE) en CCHO,
investigamos 1la presencia de una enzima con actividad
colagenéisica en las células leucémicas.

Los resultados indican que las células WEHI-3B presen-
tan una actividad colagenéisica que es activada por
tratamiento con tripsina. Esta actividad no es liberada
al medio, es especifica para colfigenos intersticiales
y degrada tanto coldgenos aislados como aquellos
que forman parte de una M4E marcada con 3H-prolina.
Es posible por 1lo tanto que la adhesién de células
leucémicas a componentes de matrix o a células de
estroma implique un eventual estfmulo para la libera-
cién de enzimas hidroliticas.

Financiamiento: Proyecto DTI # 1720.



DIFERENCIACION Y DIVERSIFICACION DE NEUROBLAS-
TOS NEOCORTICALES. INTERACCIONES NUTRICIO-MA-
CROAMBIENTALES (Differentiation and diversifi-
cation of neocortical neuroblasts. Nutricio =~
nal-macroenviromental interactions). Fernén-
dez, V. Departamento de Fisiologfa y Bioffsi -
ca, Facultad de Medicina, Univeraidad de Chile.

El proceso de maduracidn y citodiversifica-
cifn de la placa neocortical es particularmen-
te dindmico durante las primeras fases post-na
tales y se encuentra caracterizado por una al-
ta tasa de rebrotes y retracciones dendrfticas.

Las influencias de los niveles de nutricidn
y enriquecimiento ambiental sobre la estructu~
ra cortical fueron evaluadas en 420 pirdmides.
Los cerebros procedfan de 37 ratas albinas
Sprague~Dawley. La evaluacidn incluyd: (1)
Técnicas de Golgi, (2) trazados bajo cémara 16
cida y (3) cuantificacién por medio de siste =
mas computarizados.

El modelo experimental empleado permitid de
mostrar que la aplicacidn de condiciones uucri
cio-anbientales favorables incrementa signifi~
cativamente la complejidad geomftrica y expan-
aifn territorial de los campos dendrfiticos.

La importante relacidn establecida entre la
estructura cortical en deaarrollo y los nive -
les de enriquecimiento nutricio-ambiental es
consistente con efectos similares obtenidos
por estimulacidn compulsiva durante el perfodo
pre-destete., De este modo queda en evidencia
que el "Ambiente" constituye .en animales jéve-
nes un factor extraordinariamente i{importante
en el impulso del crecimiento cortical.

Financiado por Proyectos: Fondecyt 0185-88 y
0580-87. DN.T.I 2675-8825 Universidad de Chile.

REORGANIZACION NUCLEOLAR EN CELULAS MERISTEMATICAS DE
Chl,comosum. (Nucleclar reorganization in meristematic
cells of Chl.c.)

Ferrada, D. Dpto Agro-Indus. Fac.de Rec.
Nat. U. del Bio-Bio. (PatrociniotJ.Sans).

El nucléolo se desorganiza durante la profase
y se reorganiza al final de la telofase, a travis del
proceso de reorganizacién nu:llolar frn) 6 nucleolo~
génesis.

En el presente trabaja se estudia la cinética
y requerimientos metabdlicos de la rn an una
poblacién de células meristeméticas sincrénicas de
raices de Chl,comosum. Las raices se obtuvieron
madiante un cultivo hidropénico de pléntulas realiza-
do en condiciones controladas de t®,oxigenacién e
iluminacidon. Células  naturalmente sincrénicas se
seleccionaron mediante un tratamiento con cafeina
(esta droga inhibe en vegetales la citocinesis, de
tal manera que todas las células que estén pasando
por telofase durante el tratamiento -quedan como
células binucieadas). La rn se estudid después de
impregnacitn argéntica para nucleolo.

Los resultados muestran que la .rn =n este
sistema es similar,pero, ligeramente mis lento a lo
descrito en A,cepa L. Este proceso es totalmsente
bloqueado mediante un inhibidor de la sintesis de RNA
(bromuro de etidio), en cambio, no es blogueada con
un inhibidor de la sinteasis de protei{nas (ciclohexi-
mida), por el contrario, este inhibidor acelera este
procesa.

Estos resultados sugieren que la rn en Chl.co-
aasum @8 un proceso que seria dependiente de la
sintesis de RNAR, sin embargo, no requeriria de
sintesis simultanea de proteinas,

Proyactos 89-3114 U. Bio-Bio y FONDECYT 89/812.
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ACTIVIDAIES IE ENZIMAS RELACIONADAS CON EL METABOLISHO
DEL GUUTATION EN EL HIPERTIROIDISMO EXPERIMENTAL. (Gluﬁg
thione-related~enzynatio-aotivities in the experimental
hyperthyroidism). Fernfndes, V. Unidad de Bioqufmioca, Di
visién de Ciencias Nédioas Oocidente, Facultad de Medici
na, Universgidad de Chile. )

Los contenidos de Glutatién reduoido (GSH) y oxidado
(0S3G) hepdticos, estén drfsticamente disminufdos en ani
males hipertircfdeos, alcansfndose depleciones de 43,5%
para GSH y de 60% para GSSG & los 3 dfas de tratsmiento
oon hormonas tiro{deas. Por otro lado, la excresidn bi-
liar de GSH y de GSSG estdn también disminufdas en esta
situsocién. Considerando que sl GSH comstituye uno de los
nés importantes mepanismos de defensa oslular antioxidan
te, en este trabajo se evaluan las astividades de alguos
sistemas enzimfticos hepdticos que oconstribuyen s genemr
1o (enzimag de le sfntesis ds GSH y Glutatién reductasa
(0SSO-R)) y de otros que oatalizan procesos que 1o consm
men (Glutatién-transferasas {GSH-Tr) y Glutatiém peroxi-~
dasa (GSE-Px)). Los estudios se efectuaron en sobrenadan
tes hepdticos post-miorosomales de ratas tratadas oon
01 mg de tri-iodotironina/Kg durante 3 dfas.

Se observa que el hipertiroidismo no produce alteracio
en las actividades de 0SSG-R y GSH-Px, obteniéndose incre
mentos sobre 80% en la sfntesis de Qlutatién y dismim-
0ién en las actividades arilo (45,1%) y epoxi (12,2%) de
GSE~Tr, 1o que implicarfa un mayor aporte y uns Bmenor u-
tilizacién del tripéptido, respeotivamente.

Estos resultados sefialan el posible rol que otros meoca-
nismos podrfan tener en la deplecién hepdtioca de GSH, oo
20 1o es el eflujo sinusoidal de USH, que normailmente ds
cuenta de un 80% del recambio hepdtioco del tripdptido.
Financiado por DIT B~1860 y FONDECYT 987/1989.

ACCION DEL PENTACLOROFENATO DE SODIO SOBRE EL TRANSPOR-
TE IOHICO EN EPITELIO DE PIEL DE SAPO AISLADA.

{Action of sodium pentachlorophenate on the ionic trans
port of the epithelium of isolated toadskin}.

R. Ferraris, G. Montoya, <y F. Gonzdlez.
Opto. Ciencias Fisioldégicas. Universidad de Concepcidn.

E1 pentaclorofenato de sodio PCF produce notables
efectos sobre el metabolismo celular debido a su accidn
desacoplante de la fosforilacin oxidativa y a su poder
de alterar el comportamiento biofisico y fisioldgico de
membranas.

En este trabajo se da cuenta de un estudio sobre 1a
accidn de PCF sobre la diferencia de potencial (DP) y .
corriente de cortocircuito (CCC) en piel aislada de sa-
po pardmetros que dependen del flujo de iones a través
de la piel. Esta se montd en cdmara de lucita tipo
Ussing con Ringer normal en ambos lados de ella a pH
7.5, temperatura ambiente y abundante oxigenacibn. La
DP y CCC se registraron en un registrador Cole-Parmer
de acuerdo a la técnica cldsica. Se.utilizd amilorida
10-6 ® para realizar el test de Isaacson y se regjstrd
el consumo de oxigeno en un polardgrafo ISY. 6

Se encuentra que PCF en el lado.mucosal de 9x10
1x10-4 .produce efecto .inhibidor dosis dependiente de
DP v CCC. E1 test de [saacson.acusa una dlsuinuCIon my
marcada del potencial de la bomba de Na* y K* (Enz) ¥y
diswinucidn .significativa de la conductancia activa
(6a). E1 consumo de oxfgeno (Qgz). de la piel aumenta en
forma significativa.

Por los resultados obtenidos se p!ensa que PCF produ-
cirfa desacoplamiento de la fosforilacidn oxidativa 1o
que explicarfa el aumento de Qg2 y la gran disminucidn
de ENa que refleja la insuficiencia de ATP.

Se concluye que PCF bloquea el transporte de iones
principalmente Na* por inhibicion de 1a actividad de la
bombe fe Na* y K* debido a insuficiente produccidn de
ATP ¢ r bloqueo de la fosforilacion oxidativa.

Proyecto D.I. 20.33.41, Universidad de Concepcidn
v Provecto FOMDECYT 89/0625.
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PROTEINAS DE LA MEMBRANA EXTERNA DE Thiobacillus ferro-
oxidans: AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION. (Outer membra-
ne proteins from Thiobacillus ferrooxidans: Isolation
and characterization). Fferreira, A.C., Silva, M.M. y
Rodriguez, M. Unidad de Microbiologfa y Genética Mole-
cular, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Pontificia
Universidad Catélica de Chile.

Modificando los métodos tradicionales de aisla-
miento de protefnas de membrana de bacilos Gram nega-
tivos, hemos obtenido fracciones de Membrana Externa
de Thiobacillus ferrooxidans cepa R2. El1 andlisis
electroforético de esta fraccidn establecid que estd
constitufda por seis polipéptidos, cuyos pesos mole-
culares fluctian entre 100 kDa y 11 kDa.

Por tratamiento proteolfitico y filtracién en gel
se purificaron dos de las protefnas de la Membrana
Externa, las que se denominaron P40 y P27, de acuerdo
a su migracién electroforética. Ambas protefnas exis-
ten en forma oligomérica en 1a membrana y migran de
la manera descrita sélo cuando son solubilizadas a
100°C.

A través de geles de poliacrilamida e immuno
western blot se ha establecido que 1a forma oligoméri-
ca de la protefna P40 es un homo-oligdmero de 90 kDa.
Aungue no se ha aislado el oligémero que da origen a
la proteina P27, estudios por immuno western blot su-
gieren que se tratarfa de una proteina de ~ 100 kDa.

Por su ubicacién en 1a Membrana Externa y las ca-
racterfsticas fisico-quimicas de las protefnas aista-
das, semejantes a las de porinas de otras bacterias
Gram negativas, hemos pensado que las protefnas en es-
tudio podrfan formar poros, 1o que se estudiard ini-
cialmente usando 1iposomas.

Financiado por Proyecto PNUD-UNIDO CHI-88-003.

ESTIMAACION DE LA CORRIENTE DE Me+ POR ACETILCOLING EN EPITELI0 DE ALTR
FESISTENCIA (Stimelation of Net cervent by ylcholine on high resist

ce epithellmn). Figearoa, P.. Depto. de Agroindestria y Cs. Ambisntales.
Universidad dul Bo-Blo. (Retrocimo: ). Norris)

Previamsts se ha informado que acetilcolina gevers variacionss de los
partmetros bioelbctricos en piel de sapo por activacitm de receptores
wescarinicos. El efscto de esta droga se ha relacionsdo con la sintesis de
prostaglandines dependionte ¢ indapsndionte de Cat2 serosal y el awmento de
APc y 8Pc. E) presewte trabajo descride los probebles evestos intracel-
lares para la accitm de esta droge om apitelio abdominal sislado de sapo
Plovrodess thawl.

Los anissles fusron captursdos wn los alvedudores de 1a civded de Chillin,
VI1I fegitm, Ohils, y = suguente de piel fee y wwtada sn chuare
de Ussing wodificeda, la diferencia de potencial (W) y la corriente de
corto-circuito (CCC) fusron registrades constantemmts y el test de asilo-
rida de Isaaceon fue ensayado.

Acetilcolina (1000} gevars wn awmento de le IP, CIT y conductancia apicel
del MNet e la piel. Esta respuests no en sidificeda al preinceder 12
preparacidn con propranclol, d-tubocwraring o con solecidn Ringer libre de
Cat2 nis EBTR on o] medio sevosal, al contrario de lo obtemido com atropi-
na, indometacima o cvando amiloride (100wM) fue adwinistreds al madio de
b0 wucossl. Pieles de animles previasewte reserpinizados gereren wa
respessta sinilar a la obtwnids con acetilcoling o cusdo mescerime, AP y
@Fc wbgeno fusron adwinistrados al medio sercssl. Por etro lado, el flujo
sucosa-serosa de Ne22 tasbidn se ve awssntado (1),

e propone wna accitn directa de acetilcoline scbre receptores sescarinicos
o o epitelio, sesntando la sintesis de prostaglandiaes y la actividad
tambe do gumnilatociclasa como de adenilatociclass. La acesulacidn de ANPC
y B gesararian wn susento transiente en la persasbilidad al sodio.

Ente Srebajo fue realizado en colaboracién con el pref. L.Sobrevia.

EFECTO DEL HIDROXIANISOL BUTILADO SOBRE EL TRANSPORTE

DE ELECTRONES DE MITOCONDRIAS DE. HIGADO DE RATA. (Effect

of butylated hydroxyanisole on electron transport in rat

liver mitochondria). Ferreira, J. Departamento de Bio-

g:imica y Quimica, Facultad de Medicina, Universidad de
ile.

Se estudid el efecto del hidroxiarisol butilado (BHA)
sobre el consumo de oxigeno, actividad ATPdsica y el es~
tado redox de algunos transportadores de electrones de
mitocondrias de higado de rata. Se observd una estimula-
cifn de la respiracidn en estado 4 muy débil, pero una
inhibicidn muy fuerte de la respiracidn estimulada por
ATP o por CCCP, especialmente cuando lgs electrones pro-
vienen de sustratos que reducen al NAD® o al FAD. Laac-
tividad ATP@sica y la liberacién vectorial de H' fueron
85610 muy débilmente afectadas por BHA. Estos resultados
sugieren que BHA inhibe principalmente el flujo de elec~
trones.

BHA no inhibid significativamente el transporte de
electrones a través de la citocromo oxidasa. Sin embar-
g0, la actividad NADH-duroquinona reductasa y el flujo
de electrones a través del complejo ubiquinona-citocro-
mo ¢ fueron fuertemente inhibidos. El bloqueo del flujo
de eléectrones por BHA puede ser liberado por TMPD y por
DCIP; ademds, la presencia de BHA cambi los estados re-
dox de los citocromos b y ¢ a un nivel mis oxidado. Es-
tas observaciones sugieren que BHA inhibe el transporte
de electrones entre el NADH-ubiquinona y entre ubiquino-
na-citocromo bp.

El andlisis de los resultados de acuerdo a la ecua-
cidén de Hill, sugieren que habrfan 2 sitios de inhibi-
cidn al lado del sustrato de la ubiquinona y otros 2 si-
tios al lado del oxfgeno de la ubiquinona.

En consecuencia, la sintesis de ATP mitocondrial es-
taria interrumpida y este hecho estarfa relacionado con
la toxicidad del BHA.

Financiado por UNIVERSIDAD DE CHILE, proyecto N°B-2888.

REGULACION HIPOTALAMICA DE LA RESPUESTA
INMUNE: EFECTO EN EL TIMO Y CELULAS LINFOIDES
PERIFERICAS. {Hypothalamic regulation of the
inmune Tesponse: Effect on thymus and
perj.pheral lymphooytes). _H.,
Altamirano, J., Alarcén, C. and F. Veldsquez.
Instituto e cina Experimental,
Universidad Austral de Chile.

En el pasado hemos reportado la capacidad
del hipotdlamo de ratones jévenes para inducir
la reaparicién de la hormona timica en
animales viejos. Aca presentamos evidencias
morfolégicas que prueban la disminucién de las
células Timulina positivas en el timo después
de la injeccién con extracto hipotalamico (HE)
joven como asi mismo la capacidad de aumentar
la sintesis de DNA medida como incorporacién
de Timidina H3 en células esplénicas y de
ganglio linfatico mantenidas en cultivo por 72
horas. La deteccién de las células timulina
positivas se efectué por inmunohistoquimica
usando el anticuerpo monoclonal de rata 1Fil
obtenido en el laboratoric séguido por anti
IgG de Tata y complejo peroxidasa-
antiperoxidasa de rata.

Los 7resultados acd expuestos permiten
concluir: a) que el timo de animales viejos
tiene una alta densidad de células timulina
positivas; b) que la injeccién de EH induce la
disminucién dradstica de ellas; c) que el EH de
animales jévenes normales induce un aumento de
la respuesta blastogénica en linfocitos
periféricos mientras el extracto de animales
viejos es ineficiente.

Financiado por Proyectos DID-UACH 8-89-21,
FONDECYT 0074/89, TWAS-GR 29-CHL-7 y GTZ
78.2503.7-01.300/469.
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INTERACCIONES ENTRE EL EPITELIO EPIDIDIMARIO Y LOS ESe
PSEMATOZOIDES EN LA RATA. (Intersctions between s
spididymal epithelium and spermatozoe in the rat).
:orn‘:i, M., de Rosas, ). y Burgos, M.H.. IHEM, FCM, UNC
rgentina.

Ls produccién de vesfculas membrancsss en difersntes sec
tores del trecto reproductor masculino han aido descrip-
tas con disimiles papeles (Vanha-Perttula, 1988); paro
on la rats no han sido descriptas a niggdn-niwdl.

Con sl objeto de verificsr la presencia d» lss vesfcu-
las wembranosas ss fijeron los epididimos de ratss mecho
adultas & través de ls perfuaién intravesculer del fija-
dor descripto por Mollsnhauer y col. (1978). Las muess:>
tras de cabezs y cols de epididimo se processron por 3 .
viss: 1) se deshidrataron medisnte grados crecientes de.
slcohol-acetons y se incluyeron en Epon 812, ajendo cor-
tados en sscciones de 1 u y dorado-plateadas para eer **
observades en microscopfs de luz y trasmisién. 2) igua<~
les zonas se secaron a trsves del punto critico de secss
do y fueron doradss en un Sputter, siendo observadess en
microscopfa alectrdnica de barrido. 3) del mismo sector
ss embebieron muestrss en glicerol y se sometieron a _o
congslamiento y fractura en yn spsrato Bslzer y las ré-
plicas de superficie se observaron an microscopfa de
trasmisidn.

Estas vesfculas son producides por un smpollsmisnto de
la membrana plasmética de las estersociliss y un poste-
rior estrangulamiento del tallo y liberscidn. En la lua.
algunes es unen a la pieza principal de lsa gametas, no
siendo visibles en la zona central del lumen.

Postulamos que serfan una forma de secrecifén del epite-
lio epididimario como contribucién al ambiente madurati-
vo que rodea a la gametas.

SINTESIS Y SECRECION DE PROTEINAS OVIDUCTALES EN LA

RATA. (Synthesis and secretion of oviductal proteins in
the rat). Fuentealba, B. Unidad de Reproduccién y Desa-
rrollo, Facultad de Ciencias BiolSgicas. “niversidad

Catdlica de Chile.

La participacién activa del oviducto en eventos re-
productivos tales como capacitacién, fecundacién y de-
sarrollo embrionario temprano ha sido sugerida. En
este estudio examinamos la secrecidn de proteinas sinte-
tizadas in vitro por el oviducto en diferentes condicio~
nes fisiologicas y experimentales por electroforesis uni
y/o bidimensional y radioautograffia. 35

Durante el ciclo estral la incorporacién de “~“S-Met
a protefnas TCA precipitables, aumentd progresivamente,
hasta un 63%, desde el dTa del estro hasta el dfa del
proestro; durante los 4 primeros dfas de la prefiez, la
incorporacidn aumentS 6 veces entre el dia 1 y dfa 2
(100%), disminuyd en un 25% al dfa 3 y en un 90% al dfa
4. E, exGgeno, en el dfa 1 de la prefez, aumentS la in
corpofacidn al doble y la administracién de P inhibié
el aumento inducido por E,. Andlisis electroforético
revel§ diferencias en el %ﬁmero y cantidad de protefnas
secretadas durante el ciclo estral y los & dfas de pre-
fiez. E, indujo aumento en la secrecién de algunas pro-
teinas y disminucidén de otras. P suprimié aumentos in-
ducidos por EZ' Las células epiteliales en cultivo
tienen una mayor secrecién epical que basal, secrecidn
exclusiva apical de 2 proteinas (98 y 18 KD) y basal de
una (85 KD).

En resumen se demuestra: 1) que el epitelio oviduc-
tal secreta protefnas, algunas de las cuales estdn bajo
el control de los esteroides ovidricos, 2) que la acti-

vidad secretora cambia durante el perfodo preimplanta-
cional y 3) que, en las condiciones del cultivo, exis-
te secrecidn preferencial de algunas proteinas hacia el
tejido subepitelial.

Financiado parciaJmente por WHO y Fundacién Rockefeller.
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SUBDIVISION FUNCIONAL DEL COMPLEJO PULVINAR - LATERAL
POSTERIOR. ({Functional subdivision of the Pulvinar -
Lateral Posterior complex). Frenkel, C., Sdez, C. y
Palestini. M. Departamento de PreclInicas, Facultad
de Médicina, Divisi6n Oriente, Universidad de Chile.

AGn en nuestros dfas poco conocemos en relacidn a
las funciones especificas del complejo Pulvinar-Lateral
Posterior (P-LP}, a pesar del interés que suscita por
ser &sta una estructura filogenéticamente nueva y de
de gran desarrollo en el humano.

La estimulacién eléctrica de este complejo en ga -
tos con implantacién crénica de electrodos, provoca ro-
tacién contralateral de la cabeza acompaiada de movi -
mientos oculares en igual direccién con o sin dilataci6n
pupilar y, a veces. movimiento de orejas y olfateo. Con
intensidades crecientes suele verse rotacién de todo el
cuerpo.

A este conjunto de respuestas a veces complejas, se
les ha denominado de "orientacién y bGsqueda®.

Con nuestro estudio intentamos hacer una subdivi -
si6én funcional del Complejo P-LP que hasta ahora se con-
sidera como una unidad. Para ello implantamos en gatos
machos de aproximadamente 2,5 a 3,0 kg., electrodos cr6-
nicamente por medios estereotdxicos, esto basdndonos en
la subdivisién histoquimica de la Dra. Graybiel.

Luego de un perfodo de recuperacidn post-operatorio
y de adaptaci6n a la jaula donde ser{an estimulados, se
realizaron estimulaciones de intensidad creciente con
frecuencias de 100 y 60 Hz, duracién de 0.2 mseg, duran-
te 5 seg.

Con ésto hemos logrado determinar &reas espéclflcas
para diferentes respuestas simples y actos complejos
fuera de los ya mencionados. A modo de ejemplo podemos
seflalar blsqueda, jugueteo, evitamiento, clonfas y en
ocasiones, crisis convulsivas.

TEMPORALIDAD EN LA EXPRESION DE MOROMEROS Y TR-
TRAMEROS DE ACETILCOLINESTERASA (AChE). (Tempo-
ral expression of mqumericandtetramericAChB
forms). Fuentes, M.E. Unidad Neurobiologia Mole
cular, P. Universidad Catdlica de Chile.

En los distintos tipos celulares coexisten di-
versas formas de AChE, no conociéndose ain, en
forma precisa, la relacién existente entre estas
formas durante su biosintesis. La complejidad
de los sistemas estudiados ha hecho dificil el
andlisis de este problema.

En este trabajo se estudid la relacidn precursor
producto de las distintas formas de AChE encul
tivos primarios de neuronas. En este sistema
s6lo se expresan mondmeros y tetrameros de la
enzima, los cuales han sido caracterizados pre
viamente. Se usé una mezcla de inhibidores los
cuales permiten marcar especificamente las for-
mas monoméricas de 1la enzima y sequir en el tiempo
el desplazamiento de esta marca hacia formas
mds complejas. Los resultados obtenidos mues -
tran que durante los primeros 60 min de sinte-~
sis sélo se expresan monémeros. Esta actividad
representa el 16% de la actividad total y el
33% de la actividad asociada a los mondémeros.
Las formas tetraméricas no aparecen antes de
las 2 h de sintesis aproximadamente, sugirien-
do que estas formas serjan originadas a partir
de monémeros previamente sintetizados.

Este estudio permite avanzar en la comprensidn
de la biosintesis de la forma tetramérica de
AChE, que corresponde a la principal forwma de
la enzima presente en el sistema nervioso cen-
tral de los mamiferos.

1Becaria de la Fundacidén Andes. Financiado por
DIUC 77/86 al Dr. N.C. Inestrosa.
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ABSORCION DE MINO_AC|DOS‘H-3 EN MUCOSA GASTRICA DE MAMI-
FEROS. ([3H])-Labelled amino acids absorption in mammals
gastric mucosa).Fuentes,0;Depolo,P.;Moreno,C.; Ramos,H.
y Acevedo,R. Depto.Agroind.y (s.. Ambientales.Fac.Rec.Nat
Universidad del Bfo-Blo, Campus Chi l18n. ’

Recientemente (Bravo y Col. 1988) sefialamos que la mem-
brana basolateral de la pared gastrica cahina capta sig-
nificativas cantidades de aminodcidos tritiados que le
son ofrecidos desde la sangre,los cuales aparecen tar-
dfa y restringidamente en el lumen.Posteriormente (Bra-
vo y Col. 1989) indicamos que ese mismo 6rgano es capaz
de captar similares sustratos desde el lumen y absorber
gran parte de estos hacia la sangre. En este informe en
tregamos evidencia que el estbmago de conejo y rata
puestc en cSmara de Rhem capta, también desde el lumen,
y absorbe hacia la sangre los siguientes amino&cidos:
serina-#3, triptofano-#3, alanina-H3 y fenilalanina-H3.
‘La captacibn de &stos se cuantifica midiendo la frac-
ci6n del amino&cido marcado que desaparece desde el con
tenido luminal cada 2,5 minutos en relacion al total
adicionado a tiempo cero. Paralelamente se mide la acti
vidad en muestras de sangre durante el experimento y mu
cosa gastrica al final de éste. ~

La captacién de alanina“-H3 demostrb ser sodio dependien
te e inhibida cuando se adiciona su andlogo sin marca
a) contenido luminal -(Tyrode+aa-t3).

Los resultados obtenidos nos sugieren que las células
de la mucosa gistrica de los mamfferos en materia po-
seen mecanismos capaces de captar, retener y absorber
amino&cidos libres presentes en el lumen.

Financiado parcialmente por Proyecto 182214 Direccion
de investigaci6n Universidad del 8fo-Bio. :

ADMENTO :DE LA SUSCEPTIBILIDAD DE LAS: MEMBRANAS CELULARES
A LA INDUCCION DE ESTRES OXIDATIVO DERIVADO DE LA
INGESTION DE ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS.(Increased
susceptibility of cellular membranes to the induction of
oxidative stress after ingestion of polyunsaturated
fatty acids).Garrido A.,Campos R.,Guerra R.,Valenzuela A
Unidad Bioqufmica Farmacolégica. INTA. U. de Chile.

El amento de la insaturacién de los fosfolipidos
que componen las membranas celulares puede incrementar
la susceptibilidad de estas a la induccién ‘de un
estress oxidativo expresado principalmente como lipope-—
roxidacién. El aumento de la insaturacifén se produce en
sodelos animales cuando estos son sometidos a la inges-
tibén de aceites marinos ricos en &cidos grasos altamente
insaturados como son el EPA (C20:5,n~3) y el DHA (C22:6,
n-3) y cuyos efectos biolégicos se han vinculado
al tr jiento y pre i6én de las enfermedades cardio-
wvasculares. Al administrar a ratas adultas j6venes dosis
altas de aceite de sardina espafiola, previamente
desodorizado por destilacidén a alto vacio, se produce
- del ido de EPA y DHA en las membranas
de los eritrocitos y en los microsomas hepéticos.
Al ser sosstidas estas membranas a la induccién de
lipoperoxidecién mediante Fes2-ascorbato o NADPH-
Fe+3-ARP, se observa una mayor susceptibilidad de
estas madida por el en la f idn de sustan-
ciss reactivas al &cido tiobarbitirico (TBARS).

Dates preliminares indican gque la suplementacibn
del aceite con Dl-tocoferol protege las membranas
a la isdeccifn del estres oxidativo derivado del
afects dv los prooxidantes utilizados.

Pommcisde por FORMECYT 952/89 y por. PRRD (CHI/017/88).

EVALUACION DE LA GENOTOXICIDAD DE "AGUARDIENTES" DE ELA-
BORACION CASERA DE LA VIII REGION, CHILE.(Genotoxic eva-
luation of home-made "Aguardientes™ of VIII Regidn,Chilg
Garcfa; M., Mayer S.F., Cea C.G. Departamento de Biolo -
gla Molecular Facultad de Ciencias Biolégicas y de Recur
s0s Naturales. Univergidad de ConcepciSn. Chile. Proyec—
tos DIC 20.39.01 - 20.31.18,

Se evalué el potencial inductor de dafio genético de
los destilados artesanales denominados comunmente "aguar
dientes" con el .objeto de entregar antecedentes etioldgi
cos para la asociacifn observada entre el consumo excesi
vo.de estas bebidas alcohSlicasycarcinogénesis y terato-
génesis a nivel humano. Se ensayaron aguardientes obte-
nidos por métodos diferentes, in vivo en médula Gsea de
ratones Balb/c. Se-midié el potencial inductor de micro
nicleos el cual ‘fue diferente para los distintos tipos
de ‘aguardientes. El aguardiente que indujo la mayor fre
cuencia de microniicleos fue evaluado in vitro en tres do
sis fisiolsgicas humanas y en presencia y ausencia de un
sistema de activacién metabSlica (AM) para conocer su po
tencial inductor de intercambio de cromitidas hermanas
(ICH) y de aberraciones cromosfmicas (AC). Sin AM, las
dosis ensayadas, tanto como el etamol p.a. (1.5 g/1) no
producen AC. Con y sin sistema de AM el aguardiente
muestra una correlacidén positiva entre las dosis ensaya-
das y la frecuencia de ICH. La mayor dosis de aguardien
te, con AM indujo AC. Etanol p.a. a igual dosis falla-_
en inducir AC, pero sf induce ICH. Estos resultados con
cuerdan con la hipStesis de que los catabolitos del al -
cohol presentan actividad mutagénica. Se concluye que
los aguardientes presentan: 1) actividad genotéxica in
vivo e in vitro, 2) actividad genotSxica directa e indi-
recta in vitro, 3) en igual concentracién etanflica una
actividad genot6xica notablemente superior a la del eta-
nol puro, 4) una actividad genotSxica fundamentalmente
atribuible a sus congéneres o a una interaccién per se
congéneres-etanol o a sus eventuales productos metab8li-
cos.

ANALISIS HISTOLOGICO DE LA INFECCION DE Kingie-
1la chilenica (BIVALVIA, CYAMIIDAE) POR mﬁrs

BE ) . (Histological analysis of the

infection of trematode larvae in Kingiella chi-
lenica (Bivalvia, Cyamiidae). UGarrido, U.,

Franjola, R. y Gallardo, C. Instituto ée Em-

briclogia, Facultad de Ciencias, Instituto de

Parasitologia, Facultad de Medicina, Instituto

de Zoologia, Facultad de Ciencias, Universidad

Austral de Chile.

Kingiella chilenica, es un bivalvo
estuarial dé muy pequeno tamarno, que se locali
za en los fondos intermareales arenosos-fango
sos de la marisma del rio Queule (Provincia de

Cautin).

Esta almeja se encuentra infectada
por estados larvales de trematodos digenéticos
(redias y cercarias) pertenecientes a la fami-
lia Gymnophallidae.

Con el fin de determinar la localiza

<2 © =

cidn exacta de los estadios larvales en este

lamelibranquio, se procedié a fijarlo en for-

mol salino, para posteriormente efectuar cor-

< 3 3 oy

tes histoldgicos, los que fueron tefiidos con

hematoxilina-eosina.

Al observar los cortes histolégicos
de individuos parasitados, se pudo apreciar
que el parisito afecta a la glindula digestiva
hepato-pincrea y no al tejido gonidico, como
ocurre en otras especies de moluscos infectados
en cuyos casos se produce la castracién gonadal.

En este caso se detecta dafio a nivel
histolégico, s6lo en el hepato-pincreas, situa
cién que podria contribuir a la mortalidad que
afecta a estos individuos de K. chilenica en
la poblacidén estudiada. -

Finmanciado por Proyecto FONDECYT 089-189 y
Proyecto DID-UACH S-88-14.
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ALGUNOS ACIDOS NUCLEICOS SON EFICIENTES INHIBIRORES DE
LA CASEINA QUINASA II. (Some nucleic acids are effi-
ctent inhibitors of caseln kinase I1.) Gatica, M.,
Moraga, A. Departamento de Bioquimica, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile.

La casefna quinasa II (CQ-1I) es una protefna quinasa
ubicua en c€lulas eucaridticas. Esta enzima parece
participar en algunas etapas de la replicacidh y trans-
cripcidn de los dcidos nucleicos y su actividad se in-
crementa al tratar células con agentes mitogéhicos.
Sin embargo se conoce poco sobre los mecanismos bioquf-
micos de su regulacidn. Usando la CQ-II purificada a
partir de nicleos de oocitos de Xenopus laevis, se ha
estudiado el posible efecto de varios dcidos nucleicos.
DNA de monohebra del fago M 13 es altamente inhibitorio
(Isg de 50 ug/ml) mientras que la forma de doble hebra
del mismo fago es mucho menos eficiente y el DNA de do-
ble hebra del pldsmido pGEM 3 no inhibe la reaccidhn.
Preparaciones de tRNA especifico para fenilalanina no
tienen efecto. Usando polinucledtidos sintéticos tam-
biéh se observd especificidad ya que el poli U es un
potente inhibidor (Isg 10 sig/m1), mientras poli A, poli
C y copoli AG no tienen actividad. La inhibicidn cau-
sada por poli U se elimina por tratamiento con RNasa y
el efecto del DNA monohebra de M 13 es destrufdo por la
nucleasa Sj. La inhibicidn causada por poli U es com-
petitiva y presenta una K1 aparente de 80 nM.

(Apoyado por FONDECYT, The Council for Tobacco Research
y la Universidad de Chile.)

ONTOGENESIS OF THE MINERAL PHASE IN THE
DEVELOPING BONY FIN RAYS OF THF TROUT,
Oncorhynchus mykiss. GERAUDIE, J. and W. J. LANDIS*
Laboratoire d’Anatomie Comparée, Universite Paris VIL, and *
Laboratory for Skeletal Disorders, Harvard Medical School.

The organization and deve]opmcnt of the mineral phase
has been studied dunng early ontogenesis of the bony fin rays
of the trout, (the former Salmo
gairdneri). Mmerallzanon proceeds in a proximodistal
direction. An electron-dense ground substance, now being
analyzed, is first deposited at the level of the collagenous
lamella of the dermo-epidermal interface of the skin fins.
Then, isolated needle - or plate-like particles of high electron
density are found, associated apparently exclusively with the
collagen fibrils, the collagen type of which is under study.
Later, collagen fibrils and ground substance become
increasingly obscured by mineral crystals. Selected area
glectron diffraction patterns of the mineral show that
diffraction reflections correspond to a very poorly crystalline
bydroxyapatite. Electron microprobe analysis detected only
phosphorus and calcium as elements intrinsic to the tissue.
Conversion of X-ray intensity ratios of Ca/P to Ca/P molar
fatios revealed an increase from 1.0 to 1.4 over a2 100 um
distance in a single ray studied in its growing distal region.
Darkfield imaging of hydroxyapatite crystals showed that the ¢-
axis or a,b-axis images of the mineral are distributed along the
¢tollagen fibrils in a manner without a specific association with
tither the hole or overlap zones of the protein.

Results suggest that mineral deposits of calcium
phosphate are very small apatitic particles which undergo a
progressive maturation in a distal to proximal direction.

FORMACION DE ISO~ASPARTICO EN- EGYF. '(Formati‘rr
of Iso-aspartyl EGF). =] ’
Y - Chiron
Corp., Emeryville, california, EE.UU.

El factor de crecimiento epidermal (EGF) es un
mitégeno que afecta a células de  origen
epidérmico. EGF pierde su actividad mitética
lentamente si se encuentra liofilizado, sin
embargo en solucién a un pH 3.0 la actividad
biolégica decae mAs rapidamente.. Nosotros
hernios observado que esta caida en la actividad
mitética se debe a la formacitn no enzimdtica
de un isémero de EGF. La caracterizacién de
este isémero, después de su purificacién en
HPLC, .indicé que se generaba iso-aspartico. en
la posicién 11. Las evidencias de la foxrmacién
de un iso-aspadrtico. en posicién 11 son las
siguientes: 1) la secuencia de amino &cidos se
detiene después del residuo 10, indicando que
la degradacién quimica de Ednan para el
residuo 11 no es reconocida, 2) el mapa
quimotriptico obtenido en fase reversa de HPLC
mostré ser diferente al de EGF en aquellos
peptidos conteniendo el residuo 11, 3) el iso~
aspartil derivado de EGF es substrato de L-
iscaspartil/D-aspartil metiltransferasa,
enzima especifica para iso-derivados de
aspartico, y 4) una mutante de EGF en la cual
el residuo de aspartico en posicién 11 se
cambié por glutamico po forma el isémero de
EGF estudiado. La actividad biolégica de esta
mutante es idéntica al EGF nativo. Se
demuestra con este estudio que la ‘actividad
mitogénica de EGF se puede estabilizar
cambiando un residuo aminoacidico en su
molécula.

ELASTOIDIN AND BONE DIFFERENTIATION
DURING PECTORAL FIN REGENERATION IN THE
GUPPY, Poecilia reticulatus, J. Géraudie and M. Singer*
Laboratoire d’Anatomie Comparée, Université Paris 7, and
*School of Medicine, Department of Anatomy, Case
Western Reserve University, Cleveland.

After experimental amputation of the pectoral fins,
restoration of the missing parts of the dermoskeleton
(actinotrichia and lepidotrichia) occurs after rapid period of
wound healing.- Actinotrichia are the first signs of the
progress of dermoskeleton restoration. They appear in the
extracellular matrix facing the basal layer of the thickened
wound epidermis, at the apex of the blastema. Then, they
migrate laterally, under the epidermis, expand as the
regenerate elongates distally while additional units are laid
down apically. The overall process shows a disto-proximal
sequence of development of the actinotrichia and the
existence of two subpopulations of different fate.

In the guppy, lepidotrichia regencrate from the stump
region in a proximo-distal direction. New boae substance is
deposned on top of the severed bone by osteoblasts mainly
located in the internal region of the bone stump. The
newly developed borne soon undergoes a sharp directional
change of orientation within the base of the regenerate
which probably expresses new extracellular matrix
arrangements. It grows towards the dermoepidermal
interface and within the collagen fibrils of the basal lamella
of the skin. The new bone is first composed of collagen
fibrils immersed in a fine granular ground substance.
Mineral crystals are then deposited, in 2 proximo-distal
sequence within the organic matrix, the chemical nature
being currently under study.
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DETERMINACION DE HIDROCARBUROS POLICICLICOS AROMATICOS Y
DE SU ACTIVIDAD MUTAGENICA EN MUESTRAS OBTENIDAS DEL MA-
TERIAL PARTICULADO. DEL AIRE DE SANTIAGO. (Analysis of
polycyclic aromatic hydrocarbons and of their mutagenic
activity in Santiago's air borne particles). Gil, L. y
Vasquez, H. Departamento de Bioquimica, Facultad de Me
dicina, Universidad de Chile.

Muestras del material particulado del aire de Santiago
(fraccién respirable), obtenidas de diferentes zonas du
rante los meses de Julio, Agosto, Septiembre y Octubre
de 1988, fueron extrafdas con solventes orgénicos, deter
minéndose su composicién de hidrocarburos policiclicos ~
aromfticos. De estos compuestos, se identificaron los
siguientes: benzo{a)pireno, benzo(a)antraceno, benzo -
fluorantenos, fenantreno, fluoranteno, pireno y criseno.
Varios de estos hidrocarburos han sido descritos en la
literatura como potentes agentes carcinogénicos después
de ser activados por el sistema de monooxigenasas depen
diente de clitocromo P-450. Los niveles cuantificados de
estos compuestos son m&s elevados que los obtenidos en
determinaciones recientes en ciudades de Europa y Esta-
dos Unidos. Ensayos sobre la capacidad mutagénica de es
tos extractos mediante el test de Ames, indican que to-
das las muestras analizadas son altamente mutagénicas y
que en algunos casos no se requerirfa activacién por el
sistema de monooxigenasas. Estos resultados sugieren,
que existirfan en el aire de Santiago, agentes mutagéni-
cos directos e indirectos.

Financiado por FONDECYT proyecto 0863.

ORGANIZACION CROMOSOMICA EN MEIOSIS. (Chromo-
some organization in meiosis. Giménez-Abian,
J.F., Giménez-Martin, G, y Rufas, J.S.* UEI
Reproduccién Celular-CIB-CSIC. Vel&zquez, 144,
28006-Madrid, Espafa y *Depto. de Biologia.
Facultad de Ciencias. Universidad Auténoma.
Madrid, Espaha.

El empleo de 1la impregnacién argéntica
revela la existéncia de un eje cromatidico
que permite la f&acil identificacién de 1los
quiasmas en Metafase I de Ortépteros.

Cinetoécoros, grénulos teloméricos y regio-
nes organizadoras nucleolares se muestran
relacionadas con dichos ejes.

Los ejes argent6filos han sido relaciona-

"dos con el Scaffold o andamiaje cromosémico;

su seguimiento a lo largo de la meiosis pone
de manifiesto dos tipos de organizacién cromo-
sémica claramente diferentes:

El primero de ellos es tipica y exclusi-
vamente meibtico apareciendo hasta el fin
de la Metafase I. Se caracteriza por una
disposicién lateral de la cromatina con res-
pecto a los ejes, deducida de la intima aso-
ciacién en pares que muestran los ejes de
cromAtidas hermanas, apareciendo individuali-
zados Gnicamente en los quiasmas.

Con el comienzo de la Anafase I los ejes
aparecen individualizados en toda si longitud
recorriendo el centro de cada cromatida en
forma similar a la organizacién del cromosoma
mitético, este cambio de organizacién cromosé6-
mica conlleva la resolucidén de los quiasmas
sin mediar fendmenos de terminalizacién.
Dependiendo de la especie estudiada los ejes
cromatidicos en la segunda divisién meidtica
pueden presentar o no, disposicién helicoidal.

COMUNICACIONES

EFECTO DE LA HIPEROXIGENACION EN LA PROLIFE-
RACION CELULAR EN -MERISTEMOS. (Hyperoxygen-
ation effect on meristem cell proliferation).
Giménez-Abidn, M.I. y De la Torre, C. Centro
de Investigaciones Bioldégicas, C.S.I.C.,
Velézquez, 144. 2800§-Madrid, Espaiia.

La hiperoxigenacién del agua usada para
crecer raices secundarias de bulbos de Allium
cepa L. produce una ligera reduccién del
ciclo celular en sus meristemos apicales,
como se midid en una subpoblacién sincrénica
marcada como binucleada por un tratamiento
corto con cafeina SmM.

El acortamiento del ciclo no era debido
a un mayor ritmo de progresidén celular por
todas y cada una de sus fases. Por el contra-
rio, microdensitometria de nlcleos tefiidos
con Feulgen en preparaciones autorrad%ografi—
cas después de marcado con timidina-H> permi-
tié observar que s6lo el ultimo tercio del
periodo S (en el que los hicleos pasan de
3.34 a 4 veces el contenido de DNA haploide,
C) y la etapa G2 se ven disminuidas por
la hiperoxigenacién, pero no la etapa G;
que, sin embargo, se ve alargada cando se
producen condiciones hipoéxicas (Giménez-
Abi&n et al., Environ. Exp. Bot. 27, 1987,
233).

El 1ligero alargamiento del centro del
S (2.66. a 3.33 C of DNA) bajo hiperoxigena-
cién y la constancia de G; sugiere que estas
condiciones pueden estar afectando al dafio
basal del DNA y su reparaciétn en el ciclo
celular.

LUGAR DE ACCION DE LA CARBETAMIDA EN EL
CICLO PROLIFERATIVO. (Site of carbetamide
action in the cell cycle). Giménez-Martin,
G., Giménez-Abi&n, M.I. y Giménez-Abian, J.F.
Unidad "Reproduccidn Celular®. C.I.B. Consejo
Superior = de Investigaciones Cientificas.

Madrid, Espaha.

El 1-(Etilcarbamoil)etil-fenil-carbamato
o Carbetamida es un herbicida perteneciente
al grupo de los carbamatos cuya actividad
se relaciona con la produccién de células
multipolares y posterior progresién a células
aneuploides.

Se ha estudiado el lugar de accibén de
la carbetamida en el ciclo celular prolifera-
tivo. A concentracioqgs de 0.3-0.4mM (70 ppm)
de Carbetamida a 25 C a los 5 minutos, se
observa un inicio de anafases multipolares
cuyo namero se incrementa a medida que se
prolonga el tratamiento. Igualmente con tra-
tamiento de 5 minutos existe incremento de
anafases multipolares en tiempos sucesivos
de recuperacién alcanzando un maximo de 70%
de las anafases a los 15 minutos de cesar
el tratamiento. Aparentemente esto implica
que el efecto de la carbetamida abarca un
espacio de ciclo similar en tiempo a 15
minutos, el cual se extenderia entre final
de profase hasta inicio de anafase.

Las telofases multipolares se observan
transcurrido el espacio que corresponde a
la duracién de las anafases, lo cual puede
significar que la multipolaridad teloféasica
es una consecuencia de la fase anterior y
no una actividad directa de la carbetamida.
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LA ESTRUCTURA MORFOLOGICA DE YEMAS COMO DETERMINANTE EN
LA ARQUITECTURA DE LA PLANTA. (Morphological structure
of buds as determinants in the plant architecture).
Ginocchio, R. y Montenegro, G. Laboratorio de Boténica,
Facultad de Ciencias Bicl8gicas, P. Universidad Cat8li-
ca de Chile.

Las comunidades de matorral de Chile Central se carac

terizan por una gran variedad de formas de crecimiento,
desarrolladas en respuesta para optimizar el uso de los
recursos disponibles y sobrevivir a un perfodo temporal
de déficit hfdrico. Estando los arbustos siempreverdes
y deciduos de verano bien representados en la composi -
cidn floristica del matorral cabe preguntarse Zmuestran
todas las deciduas de verano arquitecturas y modelos de
crecimiento similares? <siguen todos los arbustos siem
preverdes similar progresifn estacional en los eventos
morfoldgicos?.

A través de la construccidn de modelos de crecimien~
to que muestran el ciclo anual fenomorfoldgico de espe-
cies representativas de las comunidades mediterr@neas
semidridas de Chile Central, se determind la posicidn y
estructura morfoldgica de yemas de renuevo, el estado
anatdmico de proteccidn y formacidn de primordios folia
res, el perfodo de brotacidn y el tipo de rama que oxi-
gina.

Los patrones vegetativos corresponden al tipo de cre
cimiento intermitente en el cual permanecen verdaderas
Yemas en reposo, bien estructuradas y protegidas para
superar el perifodo critico. La proteccién sobre el me-
ristema apical esta dada por resinas gomosas, escamas
suberificadas, bricteas lignificadas y tricomas filamen
tosos. Se describen e interpretan en t&rminos de maximi
zar recursos, 9 patrones de crecimiento distintos para
las especies del matorral que difieren en el tipo de ra
ma que origina las yemas florales y en la morfologia y
elasticidad de las ramas vegetativas.

Proyecto FONDECYT 199/88 a G. Montenegro,

MICORRIZA VESICULO-ARBUSCULAR EN CONIFERAS
DEL SUR DE CHILE (Vesicular-arbuscular my
corrhiza in Conifers from Southern Chile.
Godoy, R. Instituto de Boté4nica , Facultad
e Ciencias, Universidad Austral de Chile.

Con el objeto de contribuir al estudio
del fenSmeno de micotrofia, fueron investi
gadas 9 especies de coniferas endémicas del
Sur de Chile y que corresponden a las fami
lias Araucariaceae, Cupressaceae y Podocag
paceae.

Los resultados, permiten confirmar, la
presencia de infeccifn con micorriza delti
po vesfculo-arbuscular para todas las espe
cies estudiadas. Se entregan descripcio-
nes morfo-anatfmicas de la infeccibn en la
rafz, especialmente los nédulos radicales;
documentadas mediante microscopfa 8ptica y
electrénica.

Se discute la importancia de las aso-
ciaciones simbifénticas en las comunidades
boscosas nativas del Sur de Chile y el sig
nificado, para las especies en vifas de ex
tincién. -

ORGANIZACION DEL CENTROMERO EN LOS CROMOSOMAS
DEL NEMATODO PARASCARIS. (Centromere organiz-
ation in the chromosomes of the nematode Pa-

rascaris). Goday,c.l Yy Pimpinelli,s.2 1Cen-

tro de Investigaciones Biolégicas, C.S.I.C.,
Madrid, Espaia. 2Istituto di Genética, Univer
ta di Bari, Bari, Italia.

Mediante técnicas citolégicas, inmunocitogui-
micas y de microscopia electrbnica se ha estu
diado en distintos tipos celulares la organi-
zacidén del centrémero y su actividad cinética
en los cromosomas holocéntricos de Parascaris
univalens (2n=2). Se han analizado células mi
téticas (mitosis goniales) y células meibti-
cas (meiosis I y II) del tejido gonadal, asi
como células presomaAticas en embriones duran-
te el proceso de eliminacién de heterocromati
na.

Los resultados muestran que en Parascaris exis
te diferente actividad centromérica en rela
cién a la naturaleza eu/heterocromatica de
las regiones cromosdmicas cinéticamente acti-
vas en los tres tipos celulares estudiados.

La presencia de diferentes estados funcionales
del centrdmero, en condiciones fisiolégicas,
convierte a Parascaris en un buen modelo para
estudiar la organizacién del centrémero en re
lacién a su actividad funcional,

EFECTO DIFERENCIAL DE LA UREMIA EN LOS DIFERENTES SUBTIPOS DE
NA*/K* ATPass MUSCULAR.( The effect of uremis tn Na*/K* ATPase.
isozimes of rat skeletal muscle) Goecke, |., Mufiaz, ¥, ¥ chealdlvo, M.
y Merysic, E. T. Dpto. Fisiologiay Biofisice, Fac. Medicina, Univ. de Chile.

Detos recientes de nuestro laboratorio muestren que 1a insuficiencia
renal crdnica se asocia con una Intolersncia extrarrenal al K* que se
correlaciond con une disminucion de 1a activided No‘/K* ATPass e
musculo esquelético y que el efecto de la insuline sobre el metabolismo
extrarrenal del K*in vivo no solo se mantiene en la uremis, sino que es
80N mayor que en [a situacion control. Esto hace interesente estudier o
posibilidad de un efecto diferencial de la uremia en las dos isoformes de la
Ne*/K* ATPasa que coexisten normaimente en misculo esquelético
{olfe( +), de alto ofinided por ousbeine y ssnsible 8 insuline; v, aife, &
beje afinided por ouabaina e insensible & insuline}.

Para ésto se utilizeron ratas $.0. normalesy urémices ( nefrectomie:
5/6, crestinina plasmética: 2,2 2 0,5 mg/di) en las cusies ss ovalub
sansibilidad & ousbaing y efecto de insuline ( 100 mU/mi) en le caplaciin
de Rb® sensible a ousbaina en miaculo solen.

Los resultados se expressn como poromtsje de  ectivided,
encontréindose que 1a insuling estimulé leceplaciénen un 80,2 £ 13,0 8
en rotas control v/s un 265,3+131,0 £ en roles wrémicss y que
mientras en las ratas control la actividad de leNe® /K * ATPase musculer
se inhibid en un 50,7 &+ 6,2 T 5 uns concamireciin & eusbeine de
107904, an les ratas urémices » eses concentracionss bubes wna inhibicion
deun85 82128,

£n bese a éslo podemos concluir que e} meyer efecio de le insulina
sobrg 1a hameostasis del K* , en 1s uremia, se pusds dsber a una alteracion
de 1a proporcidn normal de isoenzimas de la Na* /K* ATPasa en musculo
esqueléico con un aumento de lo isoforma alfel +) y una disminucion de
laalfa
Trabedo financiado por Proyecto 154788 de FONDECYT
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INDUCCION DE LA CARBOXIQUINASA FOSFOENOLPIRUVI-
CA (PEPCK) DE LEVADURAS EN CONDICIONES GLUCONEO
GENICAS. (Induction of yeast phosphoenoclpyruva-
te carboxykinase under gluconeogenic conditions).
Gbmez, C., Alonso, P. Departamento de Quimica,
Facultad de Ciencia, Universidad de Santiago de
Chile (Patrocinio: E. Cardemil).

E1l control de la gluconeog&nesis ' a partir de
intermediarios C3 y C4 se realiza principalmen-
te a nivel de la Fru 1,6 bis Pasa y de la PEPCK.
En levaduras, estas dos actividades enziméticas
aumentan al crecer las células en etanocl, sa-
bié&ndose que el control de la expresién de la
Fru 1,6 bis Pasa se realiza a nivel de la trans
cripcifbn de su gene. En cambio, no hay conoci-
miento sobre el mecanismo de regulacibn de la
PEPCK en levaduras, y por ello con este traba-
jo se inician experimentos tendiente a aclarar
este punto.

Se purific6 a homogeneidad la PEPCK de S. ce-
revisiae S288C, y se obtuvo suero hiperinmune
anti-PEPCK en conejos, cuyo titulo se determi-
nS por inmunodifusién. Empleando este antisue-
ro se monté el método de ELISA, utilizando un
conjugado marcado con fosfatasa alcalina obte-
niéndose correspondencia entre concentracifn
de antigeno y velocidad de la reaccifn fosfat&-
sica. Mediante este método inmunolbgico se de-
terminé la masa de la PEPCK en extractos de le
vaduras. crecidas en condiciones glicolfticas y
gluconeogénicas, obteniéndose correlacibn en-
tre la actividad carboxiquin&dsica y la masa de
la enzima. .

Los resultados indican que el aumento en la
actividad de la PEPCK en condiciones gluconeo-
génicas, se debe a un aumento en su masa. Se
trabaja en la cuantificacién del MRNAPEPCK para
determinar el o los puntos de control del proce
so. Financiado por DICYT-USACH. -

ACCION DE NETILERGONDVING EN EPITELIO DE ALTA RESISTENCIA ( Action of

~hylery on high resist epitheliwm ). Bomzdlez,C.; Parra,
S.y Paredes,D. Departamento de Agroindustria y Ciencias Fmbientales,
Universidad del Bio-Bio. (Patrocinio: I.Bravo.)

Los. alcaloides del ergot fueron los primeros agentes en ser swpleados
para iniciar o acelerar el trabajo del parto. Entre estos, metile-
rgonoving (ME) es uno de les represantantes eas importantes atribuyen-
dosele activided tocolitica particularmsmte al terwino del estado de
prenez o hwmanos. Mo se conoce sin ashargo, si su acrion es sobre
receptores especificos en la sesclatrwa lisa. Este trsbajo fee reali-
zado con la fimalidad de ditarminar en accion em apitelio tramsportador
de alta resistencia, ses por medio de receptores adreweryicos, colimer—
gicos u otro secenisso.

Piel abdominal aislada de sepo Plowodums thau! dispmsta en comara de
Ussing modificada fue expuesta por abos lados a solucion Ringer morms!
y JME (S0w) fue adicionads al medio de bano serosal, amte esto, la
diferencia de potencial trensepitelial (BP) y corriemte de cortocir-
cuito (L) fusron swmentadas (p{0.01). El test de amilorida evidencio
un aumento (p{ 0.01) de la fuerza slectrosotriz (Bla) y conductancia
apical a) sodio (BNa).

Pruincebando el lado serosal de ‘la piel con propramolol, atropima, d-
tebocwrarina o cuando el Ringer normal fwe resmplazado gor Ringer sin
Cat2, ol efscio de ME persiste, ro asi al preinceber la piel con
indometacine o adwinistrendo previssente amilorida (100WM) al medio

sucosal.

Estos resultados sugieren que ME gensra e este epitelio un awento al
paso pamsivo .y activo de sodio mediante el aummto de 12 - sintesis de
prostaglandinas,

Este trabajo fue realizado en colaboracion con el grof. : L. Sobrevia.

USO DE PEPTIDOS DE FUSION COMO SONDAS PARA LA ESTRUCTU-
RA DE TUBULINA. (Tubulin fusion peptides as a probe
for tubulin structure). Gonzilez, C. y Lagos, R.
Departamento de Biologfa, Facultad de Ciencias, Univer-
sidad de Chile.

Con el objeto de determinar el significado funcional
de los dominios estructurales de la tubulina, se ideé
un sistema para construir proteinas de fusién usando
la regién amino terminal de 1la beta-galactosidasa
unida a la regién carboxilo terminal de la tubulina.
La expresién en bacterias de esta proteina esti sujeta
a induccién por IPIG.

Para este propésito se usé la serie de vectores
pUC, los cuales contienen un polylinker en la regifn
del DNA correspondiente al .amino terminal de la beta-
galactosidasa. Asf, es posible seleccionar una enzima
de restriccién que corte tanto el vector como el cDNA
de tubulina, de modo que al unirlos queden en un
marco de lectura apropiado.

La regién .de nuestro interés en la tubulina es 1la
correspondiente al carboxilo terminal, pues aquf se
unirfan algunos metales bivalentes que regulan la
polimerizacién y despolimerizacién de 1la tubulina,
definiéndose como un dominio funcional. Con esta apro-
ximacién serd posible obtener separadamente la regién
carboxilo terminal de alfa y beta tubulina, lo cual
no ha sido posible de hacer por métodos fisicoquimicos
tradicionales con la tubulina nativa.

Se construyeron 2 plasmidios quiméricos que codifi-
can para péptidos que contienen 52 y 100 aminoécidos
de la regién carboxilo terminal de la beta tubulina.
Se estd trabajando en la identificacién y purificacién
de estos péptidos.

Financiado por DTI y Fondecyt.

ACCION DE BLOQUEADORES DE CANALES DE CALCIO EN SINAPSIS
NEUROEPITELIAL (*) .
(Action of calcium channels blockers on the neuro-epi-
thelial synapsis)

Gonz4lez,C., Norris,B., Concha,J. y Contreras,G.
Departamento de Ciencias Fisiol6gicas, Facultad de Cien
cias Bioldgicas y de Recursos Naturales, Universidad de
Concepcibn.

En trabajos previos hemos demostrado que en una prepa
racién nervio-piel, la estimulacion del nervio produce
aumento de la diferencia de potencial (DP) y corriente
de corto circuito (CCC). La variacidn de estos pardme-
tros se debe a estimulacidn de fibras postganglionares
simpdticas que liberan noradrenalina. Este mediador ac
tuarfa sobre receptores beta adrenérgicos. En este tra
bajo se estudia la accidn de Verapamil, Nifedipina y
Diltiazem sobre la sindpsis neuro-piel.

Se trabajd en preparacién neuro-piel aislada. C.caudi-
verbera en cdmara tipo Ussing. La DP y CCC fueron re-
gistradas simultdneamente mediante un clampeador de vol
taje automitico,

Verapamil (Vp), Nifedipina (Nf) y Diltiazem (Dt) dis-
minuyeron significativamente la CCC. Verapamil y Diltia
zem fueron mas activos qxe Nifedipina en su accidn blo-
queadora, Amilorida 10~% M no bloqued el efectg de la
estimulacién nerviosa, en cambio furosemida 10-%, 1o
inhibio, Después de bloguear el efecto de la estimula-
cién nerviosa con Vp, Nf y Dt, noradrenalina 10-6 M (NA)
produjo el caracterfstico aumento de DP y CCC.

Se demuestra que el aumento de DP y CCC es debido a
aumento del transporte de C1” y no de Nat. E1 efec
to de los bloqueadores de canales de ca*t es presindpti
co ya que N.A. exdgena tiene efecto despus del blogueo.
Probablemente Vp, Nf y Dt inhibirfan la liberacién de
N.A.

(*) Proyectos: 20.33.30, 20.33.33 y 20.33.35
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ENTRELAZOS DE LOS COLAGENOS FIBRILARES AISLADOS
(Crosslinking in isolated fibrillar collagens). Gonzé-
lez, E. y Adarmes, H. Departamento de Ciencias
gicas Animales, Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias, Universidad de Chile.

El coldgeno, una de las macromoléculas de la matriz
extracelular mas ampliamente distribuida, se presenta
en mayor proporcién como colagenos fibrilares de los
tipos genéticos I - II y IIl en distintos 6rganos y
tejidos. Estos colégenos se caracterizan por su es-
tructura particular, triple helicoidal, con grupos al-
dehidos que participan en la formacién de distintos
entrelazos relacionados con el tipo de coldgeno y con
su estado de maduracién. Los grupos aldehidos, entre-
lazados 0 no, reaccionan con el MBTH {N-Metil benzo-
tiazolidon hidrazona) lo que se ha utilizado para
identificar colégeno en cortes de tejidos, obtenién-
dose colores caracteristicos.

En este trabajo se analiza el comportamiento de los
coldgenos fibrilares aislados, caracterizados por
electroforesis, frente al reactivo MBTH estudiando
los espectros U-V de la etapa de formacién de azina y
visibles de los productos coloreados.

Los espectros U-V de las azinas indican que las es-
tructuras reaccionantes se relacionan con grupos alde-
hidos como tales o de los entrelazos y son caracteris-
ticas para cada tipo de colégeno; pero esto no se tra-
duce en diferencias notables en los espectros de los
productos coloreados. Se discute la relacién entre
las estructuras reaccionantes y los colores obtenidos
en cortes de tejidos, los que podrifan ser el reflejo
de interacciones entre distintos componentes de la
matriz extracelular entre si o con el MBTH.

PRESERVACION HIPOTERMICA DE EPIDIDIMOS DE COBAYO

{Guinea pig epidydimal hypothermic preservation)
Gonzales-Figueroa, H., Llerena, G., Del Pino, J.,
Valdivia, M. y Crosby, J. Laboratorio de Biologia
Celular Inst. Inv. "Antonio Raimondi" Fac. Ciencias
Bioldgicas. Universidad Nacional Mayor de San Marcos.
Lima, Peni.

La preservacién hipotérmica de caudas de epididimo
en el medio SM (22,13 nmM de piruvato), permite estu—
diar la vida fértil del espermatozoide de cobayo in
vitro.

Las caudas se envasan en tubos de cultivo y se man-
tienen a 52C, cada 4 dias son trasvasadas a medio fres-
co. El movimiento masal de los espermatozoides epidi-
dimarios en una suspensidén patrdén, indica el tiempo
de supervivencia. Para analizar motilidad, reaccién
del acrosoma y penetracién espermitica en ovocitos
de hamster sin zona pelicida, alicuotas de la suspen-—
sién patrdn se incuban a 372C en el medio SM.

A partir de los 45 min. de incubacién se encuentra,
en todos los casos, 35% de espermatozoides hiperactiva-
dos, nimero que se incrementa en 23% a los 60 min.
El porcentaje de espermatozoides con reaccién del acro-
soma es el mismo a las 24 hrs. (66%) y 120 (67%) en
relacién al 55% observado a las 264 hrs. Las disper-
siones de cromatina espermatica por ovocito, en prome-
dio, alcanzan a 4,26 (1-5), 4,96 (1-8) y 2,75 (1-11)
a las 0, 120 y 264 hrs. respectivamente.

Si bien es cierto que la supervivencia espermatica
se prolonga por 336 hrs., la capacidad fecundante per-
siste hasta las 264 hrs.

Se discute el posible rol del piruvato durante la
preservacién hipotémmica asi como en los procesos que
inician la capacitacién y reaccién del acrosoma del
espermatozoide de cobayo in vitro.

(Investigacién financiada por el CONCYTEC)
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LA TIROXINA PRODUCE CAMBSIOS CONFORMACIONALES EN
LA PREALBUMINA DE SUERQ HUMAND. <Thyroxine
produces conformstional changes in human serum
prealbumin). Gonzalez G. vy Tapia 6. Laboratorio
de Bioquimica, Instituto de Quimica,
Universidad Cat6lica de Valpara{so, Valparafso,
Chile.

Se efectuaron estudios de fluorescencia da
los dos triptofanos de la prealbdmina para
detectar cambios conformacionalas inducidos por
la unién dea la tiroxlna a sus dos sitios de
interaccidn. Los triptofanos fuaron excitados a
295 nm y su fluoresceancia medida entre 300 y
492 nm. E1 efecto da la temperatura muastra
energias de activacidn diferentes para las
situaciones de sitios de unién saturados con
tirox{pa y sitios de unidn vactos. La
haterogensidad dea los triptofanos, detectada
por axcitacion en el extremo rojo de su
espectro de absorcidn, se hace manos aparente
durante la interaccién con la tiroxina. El
efecto de los apagadores acrilamida y yoduro
sobre la fluorascencia de los triptofanos
muestra que sus antornos se hacen semsjantes
con la interaccidn de la prealbdmina con la
tiroxina. Estos resultados demuestran que la
tiroxina produce un cambio conformacional an la
prealbdmina en su asociacidn con la tiroxina,
que explica las distintas constantas de
asociacién de los dos sitios de unién, a pesar
de sar estructuralmente idénticos.

Proyecto FONDECYT 89-8136.

BLOQUEO in vitro DE LA REACCION DEL ACROSOMA DEL
ESPERMATOZOIDE DE COBAYO POR TIOPROPERAZINA (in vitro
acrosame reaction of quinea pig spermatozoa blockade
by thioproperazine).Gonzales-Figueroa, H.,Llerena,
G.,Del Pino, J.,Valdivia, M. y Crosby, J. Lab. Biologia
Celular. Inst. Inv. "Antonio Raimondi®. Fac. Ciencias
Bioldgicas. Univ. MNac. Mayor de San Marcos. Lima,
Pera.

En el espermatozoide de mamifero la reaccién del
acrosama, una vez ocurrida la capacitacién, es depen-
diente del influjo de Ca*2, siendo los agentes pramo-
tores del ingreso de este i6n los que tambien adelantan
el inicio de la reaccién acrosomal. Los mecanismos
bioquimicos relacionados a la actividad del calcio
en eventos celulares subsecuentes son poco conocidos.
Se han realizado bioensayos incubando espermatozoi-
des de cobayo, por 2hr a 370G, en los medios San Mar-
cos_ (SM), SM-sin Ca*2 SM-tioproperazina, SM-sin
Ca*2-tioproperazina. Al término de este tiempo, se
adiciond a los cultivos 5mM de imidazol para sincroni-
zar la reaccién del acrosoma. Otros bioensayos con-
sistieron en agregar primero tioproperazina y luego
imidazol a los cultivos en SM y en SM-sin Ca*2.
La reaccién del acrosoma en SM (78%) se reduce
drasticamente (7%) por efecto de la tioproperazina.
En el SM-sin Ca*? , la reaccién solo ocumre cuando
se adiciona SM-imidazol (54%) a 1las dos hoxas de
cultivo.
la sobrevida espermitica ( > 4 hrs.), demestra
que 0.1 ug/ul de tioproperazina no es tdxico para
el espermatozoide y su accidén seria la de un blogueador
potencial de la reaccién del acrosama. Es posible \
que la tioproperazina , antagonista de la calmodulina, )
impida que el calcio extracelular inicie los procesos i1
moleculares que conducen a la reaccidn del acrosoma g
en el espermatozoide in vitro. H

(Investigacién financiada por el CONCYTEC) !
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ANALISIS TEMPORAL DE LA DIVERSIDAD DE LA ASOCIACION DE
MICROMAMIFEROS EM ONA SUCESION SECUNDARIA DEL BOSQUE
HIGROFILO TEMPLADO. (Temporal analysis of diversity of
small mammals association in a secundary sucession of
the temperate rainforest). Gonzdlez, L.A., Murda, R. y
C. Jofré. Instituto de Bcologfa y Evolucidn, Facultad '
de Ciencias, Universidad Austral de Chile.

La pluviselva valdiviana presenta algunas areas con
diferentes etapas sucesionales producidas por perturba
ciones antropogenicas (tala, fuego), que determinan
una mayor heterogeneidad espacial. El estrato arbusti-
vo, al cual preferentemente se asocian las especies de
micromamiferos sufre cambios en el tiempo. La pregunta
que surge, es si la diversidad como descriptor de la
estructura de la asociacién de micromamiferos muestra
cambios concurrentes a los de la vegetacidn. Con este
objeto, se realizd un estudio temporal de la diversi-
dad en una drea abierta entre 1980 y 1987 y como con—
trol un drea de bosque tipico. Se instalaron reticulos
de trampeo (10 x 10 trampas Sherman, 1 por estacidn,
10 m intervalo) en cada &rea. Se calculd la diversidad
{Shanonn-Weaver), el minimc nimero de supuestos vivos
(Hilborn et al, 1976), tasas de incremento y pérdida,
y la disponibilidad de semillas en el bosque.

La diversidad anual muestra una tendencia a decre-
cer a medida que progresa la sucesidn. Se comprobd la
existencia de variacidn estacional de la diversidad
con patrones anuales comunes, con una disminucién en
el invierno, aumento en el otofio con diferencias en el
veranoc y primavera. Estos cambios estacionales junto
con las correlaciones observadas entre diversidad y
disponibilidad de recursos, nimero de individuos y ta-
sas de incremento y pérdida sugieren diferencias en
las interacciones entre nichos ecoldgicos de las espe-
cies, de acuerdo a la concepcidn de organizacién de
los sistemas ecoldgicos

Parcialmente financiado por los proyecto S-83-50 y
S-85-44 de la D.I.D., UACH.

INDUCCION DE SINTESIS DE DNA Y CRECIMIENTO GLANDULAR
EN PAROTIDA DE RATON VIA RECEPTORES R1-ADRENERGICOS
(Induction of DNA synthesis and gland growth in mouse
parotid through RBl-adrerergic receptors)

Gonzalez, M.J., PeRa y Lillo, S., Alliende, C. y
Brafes, C. Dpto. Biologia Celular y Genética, Facultad
de Medicina, Universidad de Chile.

Los receptores R-adrenérgicos han sido clasifica—
dos en los subtipos B1 y (2. En las celulas acinares
de las glandulas parédtidas de ratén, tanto la induc-
cién de sintesis de DNA como de crecimiento celular
por isoproterenol han sido vinculadas a la mediacién
de receptores fi-adrenérgicos. En este estudio se busca
establecer una mediacién de subtipos especificos de
receptores (-adrenérgicos en la induccion de las
respuestas celulares mencionadas. Con este fin, se
analizé el efecto sobre la velocidad de sintesis de
DNA y el tamafo glandular por parte de agonistas
R-adrenérgicos selectivos para receptores tipo 31
{(Dobutamina) o tipo 2 (Salbutamol) y de antagonistas
selectivos para receptores Rl-adrenérgicos (Atenolol)
o f2-adrenergicos (I.C.1. 118351).

Tanto Dobutamina como Salbutamol fueron inducto-
res de sintesis de DNA y de crecimiento glandular. Sin
embargo, las dosis de Salbutamol requeridas para la
induccién de ambas respuestas fueron significativamen—
te mayores a las correspondientes de Dobutamina. Las
respuestas inducidas por ODobutamina, Salbutamol e
Isoprotererol tagonista Bif2-adrenergico), fueron
suprimidas por Atenolol. El andlisis inmunocitoguimi—
co de receptores adrenérgicos tipo R2 senala su escasa
presencia en las células acinares.

Nuestros resultados sugieren aque tanto la
induccion de sintesis de DNA como la de crecimiento
glandular son mediadas por receptores adrenérgicos del
subtipo R1.

Proyectos DTI-U. de Chile B-23&6 y FONDECYT 0793-89

EFECTOS ALELOPATICOS DE ACIDOS HIDROXAMICOS DE
TRIGO SOBRE AVENAS. (Alellopathic effects of
hydroxamic acid from wheat on Avena). Conz&lez,
L.P., Departamento de Biologfa, Facultad de
TTeéncias, Universidad de Chile.(Patr.B, Canelo)

La Avena fatua L., constituye en Chile la prin-
cipal maleza, graminea asociada a los cultivos
de trigo, informfndose pérdidas de hasta un 70%
en el rendimiento del grano cosechado.

La 2,4~-dihidroxi-7-metoxi-1,4-benzoxazin-3-ona
(DIMBOA) , el principal &cido hidrox&mico (Hx)
del trigo, y su producto de descomposicién 6-
metoxi-benzoxazolin-2-ona (MBOA) inhiben el 50%
del crecimiento de la rafz de A. fatua a concen
traciones de 0.7 y 0.5 mM, respectivamente,
Ademfs, MBOA estimula el crecimiento de la rafz
de Avena sativa, cultivo cque tradioionalmente
se Tota con el trigo, a concentraciones menores
que 1.5 mM, mientras que DIMBOA lo inhibe a to-
das las concentraciones probadas.

Experimentos de induccién del crecimiento por
auxinas en coleSptilos de A, sativa, muestran
que MBOA y DIMBOA-Glc, lo estImulan a concentra
ciones de hasta 100 uM, mientras que DIMBOA lo
inhibe en este mismo rango. Experimentos simi-
lares con A, fatua, indican gue DIMBOA, DIMBOA-
Glc y MBOA, inhiben el crecimiento. Estos resul
tados sugieren que los efectos fitot8xicos de
Hx sobre avenas estarfan relacionados a una in-
terferencia en el mecanismo de accifn de auxi-
nas, posiblemente a nivel de la uniSn hormona-
receptor,de acuerdo a resultados recientes de
la literatura.

DESARROLLO INTRACAPSULAR DE CONCHOLEPAS CONCHO
LEPAS, Bruguiere, 1789. (Intracapsular Life
History of Concholepas concholepas (Bruguiere,
1789)). Roberto Gonzdlez-Plaza and Nibaldo C.
Inestrosa. Molecular Neurobiology Unit, Facul-
ty of Biological Sciences. P. Universidad Caté
lica de Chile.

La historia de vida de Concholepas contempla un
periodo de desarrollo intracapsular luego del
cual las larvas veligeras entran en la columna
de agua y una fase plankténica de duracién
aproximada de 10 semanas. Estudios de micros -
copia Sptica describen sdlo algunos detalles
de los cambios morfolégicos que ocurren duran-
te el desarrollo. Hemos iniciado un andlisis
ultraestructural de la ontogenia de este muri-
cido presentado aqui, nuestras primeras obser-
vaciones de microscopia electrdnica de barrido.
Embriones de distintas edades obtenidos de cép
sulas mantenidas artificialmente, se fijaron
con glutaraldehido al 3% y se prepararon para
SEM. Larvas veligeras fueron relajadas con
MgCl, & CoCl,. Las muestras se recubrieron con
oro fueron“observadas a 23 kV en un microsco
pio JEOL 25-SII.

La biomineralizacidn de la concha y la forma -
cién del velo se inician concomitantemente du-
rante el estado de trocdéfora transiente. En la
superficie inferior del embrién se inicia una
onda de mineralizacién de ornamentacidn carac-
teristica. Los embriones provenientes de cdpsu
las "pirpuras" de distintas edades presentan
estructuras aberrantes, mostrando cierta re-
gularidad en su morfologia anormal.

En colaboracién con Claudio Barros. Financiado
por FONDECYT Sectorial:; 495/89; IFS 1407-1.
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ACTIVACION POR ASPARTATO DE LA PIRUVATO QUINASA DE RINON

DE CONCHOLEPAS CONCHOLEPAS (Aspartate activation of pyTy

vate kinase from the kidney of Concholepas concholepas).
Gonzélez, .R., Kessi, E. Carvajal, N. Deptoc. de Bioclogia
Molecolar, Facultad de Cienclas Bioldgicas y de Recursos
Naturales, Universidad de Concepcidn.

La plruvatn gquinasa del rifion de C. concholepas
presenta una cinética sigmoidea con respecto al fosfoe-
nolpiruvato (S _= 0.28 mM; n =1.92) y una cinética hi-
perbflica con rgsaectu al ADP vﬁm_ 0.29 mM). Ademas de
la fructosa 1 E-dlfusfatu, el aspartatu es activador de
la-enzima y la cinética de saturacidn para ambos activa
dores es hiperbflica. En contraste, se observa coopera-
tividad en la interaccifn de la enzima con el efector ne
gativo alanina (I_ .= 0.23 mM; 1.25). El efecto
inhibitorio es sogosparcxalmente yevertldn por los acti-
vadores, siendo la fructosa 1,6-difosfato mucho més efi-
ciente gue el aspagtatu. La actividad de la enzima dis-
minuye desde 3.45 - D.15 unidades/g de tejido himedo en
el rifién aerdbico a 1.1 = 0.20 unidades/qg en el tejido
de animales sometidos a condiciones de anoxia ambiental.
Sin embargo, los parémetros cinéticos para los sustratos
y los efectores alostéricos, no son alterados por el es-
trés andxica. Se sugiere que el aspartato desempefia un
rol importante durante el periodo inicial de una exposi-
cién de los animales a condiciones de anoxia.

Proyecto 20.31.30 y 20.31.31, Direccidn de Investigacién
Cientifica, Universdad de Concepcidn.

Proyecto FONDECYT 82/87.

ESTUDIO CITOQUIMICO DE PROTEOGLICANAS (PG) EN GLAN-
DULAS SUB MAMDIBULARES (SMG) DESPUES DE USAR DIFE -
RENTES MARCADORES CATIONICOS. (Cytochemical study
of Proteoglycans (PG) in rat. submandibular glands
(SMG) with use of different cationic probes.

Gremski*, W; Souza*,S.J.; Wal*.D.; Quintilhan®*, M.C.
T.; Hartmann*, I.;and Cutler**, L.S. *Dept. of Cell
Biology - UFPR - Brazil; **Dept, of Oral Diagnosis -
UCHC - Farmington - USA.

One of the most important steps in morphogenesis
is the formation of basement membrane (BM) as an
integral structure defining and 1limiting the
architecture of the tissues. We now show the
distribution of PG in 16-day SMG rudiments. The
material was immersed in 2.5% glutaraldehyde with
0.05% Ruthenium Red (RR), 0.1% Safranin O (S0) or
0.2% RR plus 2% Alcian Blue (AB). After washing
in an appropriate buffer, the specimens were post-
fixed withc 1% 0s04 containing the appropriate
cationic dye,dehydrated and embedded in EPON.

With cationic dyes, many mitochondria and poly
were observed, as well as an well-defined marginal
cytoskeleton. A periodic thickness in the plasmatic
membrane and vesicles between them, was also noted,
as was visualized a few and highly RR-positive sites
on collagen fibrils. This reaction was also present
in the mesenchymal-epithelial interface. RR-positive
granules were variable in size, according to their
localization in laminae rarae externge, laminae rarse
internse or connective stroma. This feature was also
seen using the RR-AB technique. The filamentous
aspect of BM was wore evident using SO.
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DESIGN AND MODE OF ACTIOR OF COLCHICINE ANALOGUES
THAT BIND REVERSIBLY T0O TUBULIN. Gorbunoff, M.J.,
Timagheff, S.N., Medrano, F.J. and Andreu, J.M. Grad.
Dept. Biochemistry, Brandeis Univ. Waltham, MA 02254,
U.5.A. and Centro de Investigacionmes Biol6gicas, CSIC,
28006-Madrid, Spain.

The binding of colchicine ton
essentially irreversibly process which has as
consequences: a) the inhibition of microtubule
formation, b) the induction of a GTPase activity in
tubulin, <¢) the polymerization of tubulin into
aberrant structures. Since colchicine binds by a
bidentate mechanism (rings A and C) as does
allocolchicine (ALLO) (in which the tropolone ring C
is replaced by a phenyl radical, ring C'), biphenyl
analogues of allocolchicine were synthesized
containing a methyl ester (TCB) or a methoxy (TMB)
group in the para position of ring C'. They were
found to bind specifically into the colchicine bimding
site on tubulin. The equilibrium binding constants
measured at 20°C, pH 7.0, were: TCB: 1.0x10°M™'; TMB:
1.0x10°M™'. For ALLO and the A-C colchicine analogue
(MTC) they  were: 9.2x10°n"" and  4,6x10°M
respectively, showing that elimination of ring B
reduced the AG® of binding by 1.4 kcal/mol, while
changing ring C to C' reduced the affinity by 1.0
kcal/mol. Microtubule inhibition was found to be
substoichiometric for ALLO and MTC and stoichiometric
for TCB and TMB, while the induction of aberrant
polymers was also strongest by the first two
compounds. All compounds induced a GTPase activity in
tubulin to a similar extent. (Supported by NIH grant
CA-16707}.
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INFUSYON DE INHIBIDORES DE IA SINTESIS DE PROSTAGLANDI-
NAS INICIAN LA VENTILACION EN FETOS DE OVEJAS. (Infusion
of prostaglandin synthetase inhibitors initiate ventila-
tim in fetal lambs). Guerra, F.A., Campos, G.A., Epple,
KJ.ttennan J.A. Instituto de Fisiologfa, Obstetri-
1ogfa, Universidad Austral de Chile. Cardio-
Rﬂsearch Institute, UCSF, USA.

La disminuci6n de los niveles de prostaglandinas (PGs)
en el recién nacido podrfan estar involucrados al ini-
cloynantenclﬁndelavennlacmn.Basadoaxloante
rior, decidimos determinar si la infusi6n de inhibidores
de la sintesis de PGs (indcmetacina, IND o meclofenamato,
MBC) son capaces de iniciar la ventilacién en fetos de
ovejas cateterizados crénicamente. Cinco fetos (135-143
dfas de gestacifn) fueron operados insertindoseles caté-
teres arteriales, venosos y traqueales. 24-48 h mds tar—
&seefecb.ﬁunxeg:.stmbasaldeaom.n Luego se ini-
cif la administraci®én de un flujo 0, a través de un
catBter traqueal (2-6 1/min). Tr: anscurgldos:!OaGOlm
seim.ciélamfusléndenm(n—ll)om(n—l) Durante
los experimentos se registrf en forma continua la venmti-
lacifin, frecuencia cardfaca, presi6n arterial y tragueal
ysemxmnuestraspara[ﬂygasesartenales La ad-
de O, no caus6 cambios significativoe en
ninguna de las va%:.ables mencionadas, Durante la infu-
5ifin de IND 0 MEC se observaron movimientos respirato-
rms (!R), una ventilacifn de sobre 50 ml/Kg/min y um
PO, de 20 a 242 torr (R p<0.05), sin cambios
s:.gmf:.catfvosdel’m y pH. Lamfuszﬁtdel@z(mz)
ym(ml)dlmmuﬁlosmysepm&uoun lenta
midadel’o Concluimos que la infusifn de iohibidores
sIntémdePGsenfetosdeovepsuﬁm!Raxér—
qmos,losquesmcapacesdemmarlavatﬂamm;ml
monar. En contraste, infusifn de PGs revierte este proce
so. Estos resultados concuerdan con la hipStesis que la
disminucifn de los niveles de PGs en el recién nacido se
rfan uno de los factores asociados al inicio y manten -
cién de la ventilaci6n.
(Proyecto FONDECYT 932/88).
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EL CITOESQUELETO DURANTE LA CITODIFERENCIACION GAMETICA.
(The cytoskeleton during gametic~-cytodifferentiation).

R. Guerra-M., P. Esponda F. Departamento de Biologfa,
Facultad de Medicina, Universidad de Valparafso. Centro

de Investigaciones Biol6gicas (C.S.I.C.), Madrid, Espafia

ta adquisicién de la forma alargada, compacta y
extremadamente polarizada del gameto masculino, estaria
implicando, sin lugar a dudas, la participacién del Ci -
toesqueleto, responsable de la organizacién espacial de
las distintas estructuras celulares, como también de la
mantencidn de una determinada arquitectura celular.

E1 objetivo de este trabajo ha sido estudiar la
presencia y Tocalizacién de algunos elementos citoesque-
letales como la Tubulina, Vimentina y Filamina, mediante
immunofluorescencia indirecta y filamentos de Actina me-
diante el método directo con la Falloidina-FICT, durante
la Espermiogénesis y Espermatozoo de dos especies de te-
tig6nidos (Orthoptera).

Durante la Espermiogénesis la Tubulina aparte de
estructurar el flagelo, interviene en la formacién de la
Manchette que rodea al niicleo, jugando quizds un papel
destacado en la elongacidn y la forma de la cabeza del
gameto; asimismo, la Tubulina aparece constituyendo mi -
crotibulos que rodean al ACROSOMA durante su formacidn y
probablemente dirigiendo 1a organizacién de esta estruc-
tura. La Actina aparece como gruesos manojos en l1os es-
tadios tempranos; en la espermdtida adulta se observa
una cantidad notable en el espacio subacrosomal y en las
prolongaciones laterales del acrosoma. La Filamina apa-
rece también en regiones definidas de la espermdtida,
aunque en poca cantidad en el espermatozoo. La Vimenti-
na aparece participando especialmente en la estructura -
ci6n del nicleo.

En el gameto maduro estos elementos citoesqueleta-
les se mantienen especialmente en el territorio acroso -
mal, cumpliendo probablemente papeles importantes en el
mantenimiento y preservacién de la estructura acrosémica
hasta la fecundacién y permitiendo su estabilidad duran-
te el desplazamiento del gameto.

NARCACICN POR FOTOAFINIDAD DE LA H'-K*ATP-asa CON UN
INHIBIDOR COMPETITIVO DE K , DESCUBRIMIENTO DE UNA
SUBUNIDAD 3 . (Labeling of H'-K'ATPase with a K'-
competitive photoaffinity inhibitor, discovery of a
B subunit). Gutiérrez, C., Muson, K., Hall, K.,
Pérez, G., Sachs, G. Laboratorio de Membranas Biolégi-
cas, Veterans Administration Medical Center Universi-
ty ‘of California (UCLA), Los Angeles, CA 90034,
(Patrocinio: X. Cecchi).

Tras haber sido sintetizada la sonda radioactiva
H-mDAZIP esta mostré inhibir competitivamente en os-
curidad la H'-K'ATPasa gAstrica de cerdo (Ki= 2 uM).
El inhibidor al ser irradiado con luz U.V. se une
covalentemente a la enzima. Adiciones de K a la
solucién, durante la fotélisis resultan en una dismi-
nucién tanto de la fotoinactivacién como de la marca-
ci6n. Cuando la H'-K'ATPAasa géstrica es digerida
extensamente con tripsina y sometida luego a centrifu-
gacidén, el 85% de la unidén especifica del inhibidor
{protegido por K) permanece con las membranas. Estas
se sometieron a geles de electroforesis en gradientes
{10-21.5%) en presencia de SDS. La sonda radioactiva
aparece distribuida en un rango de pesos moleculares
que van de 8 Kd hasta 6.5 Kd. El péptido mas extenso
comienza con los aminoAcidos LVNEPLA y esta secuencia
se eqsontr6 localizada en la subunidad catalitica de
la H -K ATPasa comenzando en Leu 854, Ademés, se
secuenciaron 41 residuos de otro péptido més pequefio
comenzando con AQPHSNP peroc no se encontré gque estos
aminodcidos calzaran con la secuencia de la H -K -
ATPasa. Sin embargo, la secuencia del péptido corres-
ponde & forma extensa con las isoformas Bl y P2 de
la Na -K ATPasa, demostrando esto la presencia de
una subunidad B en la ATPasa géstrica de mamifero.

CAPTOPRIL INHIBE LA ALDH HEPATICA Y AUMENTA LA
PRODUCCION VASCULAR DE PROSTACICLINA.(CAPTOPRIL
INHIBITS HEPATIC ALDH AND INCREASES VASCULAR
PROSTACYCLIN PRODUCTION).Guivernau,M.,Tampier,L
Depto. Farmacologia,Fac., Medicina, U. de Chile.

El efecto del disulfiran se debe a una inhibi-
cion de la aldehido deshidrogenasa (ALDH). La
acumulacion de acetaldehido (AcH) resultante
estimula la produccion de prostaciclina (PGIZ2),
desencadenando la reaccion flushing que induce
un rechazo al alcohol.Para evaluar la posibili-
dad de inducirla con niveles no tan toxicos de
(AcH),estudiamos el efecto del captopril (C) en
la PGI2 y ALDH. Aortas de ratas Wistar se incu-
baron en Krebs con (C) y (AcH) solos y asocia-~
dos.Prostaciclina se midio por radioinmunoensa-
yo. Otro grupo recibio (C) 30 mg/Kg por 7 dias;
el testigo recibio 300 mg/Kg de disulfiran. Se
administro alcohol (2.7 g/Kg) y se 'midio en la
sangre el etanol y (AcH) por cromatografia de
gases. Ademas,mitocondrias hepaticas se incuba-
ron con 25-100uM de (AcH) y se determino su ta-
sa de desaparicion. Captopril duplico la sinte-
sis de {PGI2) en los vasos y potencio el efecto
estimulante de {AcH) sobre la {PGIZ)., Las con-
centraciones medias maximas de {AcH) en sangre
fueron: animales controles= 26 uM; tratados con
disulfiran=150 uM; con captopril=43 uM.La acti-
vidad de la ALDH en mitocondrias fue inhibida
en un 35 % por (C),lo que equivale a un 45% del
efecto del disulfiran. El efecto estimulante de
Captopril en la produccion de {PGI2),unido a su
accion inhibidora de la ALDH plantea la posibi-
lidad de manipular farmacologicamente la reac-
cion flushing inducida por alcohol. La alterna-
tiva de desencadenarla con Captopril,en presen-—
cia de niveles no tan toxicos de acetaldehido,
constituye una proyeccion clinica interesante.
Financiado por Proyecto FONDECYT 0988-88.

USO DE PIOADHESIVOS MARINOS PARA INMOVILIZAR
ENZIMAS. (Use of marine bioadhesives to immo-
bilize enzymes). Gutierrez. E., de la Fuente,
B, y Burzlo, L.0. Instituto de Bioquimica,
Facultad de Ciencias, Universidad Austral de
Chile, Vvaldivia, Chile.

Inmovilizacién de enzimas y células es un

proceso de gran importancia para la construc-

cién de blorreactores industriales.Hemos usa-

do la proteina polifenélica (PP) adhesiva de

tres especies de Mytilidos chilenos (Mytilus
it

Choromytilus gchorus ¥y Aulacomya
ater) para inmovilizar B-galactosidasa. E1
método consiste en adherir en un tubo de 13 x
100 ma una cierta cantidad de PP en tampén 50
mM fosfato de sodio (pH 7.5). Después de la-
var la PP no adherida se agrega una solucién
de enzima en un tampén 0.25 M fosfato de
potasio (pH 6.5) gque tiene ademds 0.15 mM
MnCl2 y 0.01 mM EDTA. Se incuba por 30 min a
209C y el tubo se lava con el tampén para
eliminar el exceso de enzima. En estas condi-
ciones se logra inmovilizar més del 90% de la
actividad enzimAtica, ensayada con o-nitro-
fenil-galactésido (ONPG). Tanto la enzima so-
luble (ES) como la inmovilizada (EI) mues-
tran la misma velocidad de reaccién. Las Km
aparentes de la ES y EI fueron de 2.3 mM y
2.6 mM ONPG, respectivamente. Bl efecto del
pH y temperatura en la ES y EI, la dependen-
cia entre la cantidad de PP y el porcentaje
de EI, asi como la estabilidad en dias de la
Bl serdn discutidos. Estos estudios permi-
tirdn la construccién de un biorreacter a
escala de laboratorio. (Financiado por Pro-
yecto NCO C-10083 de Fundacién Andes y
Convenio PROCASUR-UACH).
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LOS EFECTOS DE LA ADICION DE AGUA Y NUTRIENTES EN LA
COMPOSICION DEL BANCO DE SEMILLAS EN SUELOS DEL
DESIERTO COSTERO DEL NORTE CHICO. (The effects of
addition of water and nutrients on the soil seed bank
composition in a coastal desert site of North-
Central Chile). Gutiérrez, J.R., Seqovia, A. y
Correa, F.. Departamento de Biologia y Quimica,
Facultad de Ciencias, Universidad de La Serena.

Se analizé los efectos de la adicién de aqua y
nutrientes (N, P, K, Ca y Mg) sobre la composiciin del
banco de semillas de suelos del desierto costero de
la 1V Regién. Los experimentos se realizaron en dos
parcelas, de 1 ha cada una, que diferian en la
profundidad de una capa calcirea sedimentaria marina
(tertel) en la localidad de Lagunillas, Coguimbo (300
§). Los tratamientos consistieron en la adicién de N
(10 g/m2), P (S g/m?), K (30 g/m2), Ca (5 g/m?), Mg (8
g/m:) y tertel molido (50 g/m2) a cuadrantes de 3 x 3
m en cada parcela bajo dos condiciones de riego: 10 mm
de agua aplicados mensualmente y sin riego. En cada
uno de los cuadrantes se extrajo 2 muestras de suelo
con un cilindro de 2 cm de didmetro por 5 cm de alto,
después de dos aiios de aplicados los tratamientos. Se
determiné el némero y especie de semillas presentes en
las muestras. '

En la parcela 1, con tertel superficial, las semillas
més  abundantes fueron las de Erodium spp. y
Chenopodium album L., mientras que en la parcela 2 ,
con tertel profundo, las semillas mis abundantes
fueron las de Schismus arabjcus Nees y Plantago
hispidula R. et P. Sin embargo, no se detecta un
cambio significativo en la composicién de especies
presentes en el banco de semillas atribuible a los
tratamientos. El banco de semillas seria un reflejo de
las especies mds abundantes en las parcelas.

Estudio financiado por 0.E.A.

LOS BIDLOGOS, <PERCIBEN LOS PROBLEMAS AMBIENTALES DE
CHILE? (Do biologists pearceive snvironmental probless
of Chile?). Hajek, E., .y Gross., P., y lofre
Jd25- Departamento de Ecologia @ Inetituto de Estudios
Urbanos. P. Universidad Catélica de Chile, SBantiaga.

Los problesas ambientales de Chile suestran una gran
diversidad en las diferentes regiones adsinistrativas.
8u ordenacién y sietematizacién, por importancia y por
posibilidad de intervenir en ellos, permite configurar
una vieion integral del pais y establecer bases pars una
aproximacién & su resoclucién. Un adecuado conocisiento
de la percepcién que grupos de personas tienen scbhre
estas alteraciones del entorno, se convierte en una
herrasienta dtil para aportar a las soluciones, dentro
de una politica asbiental.

Como parte de una investigacién desarrollada para 1la
Identificacion y andlisis de la distribucién regionsl de
los problemas ambientales de Chile, basada en la
parcepcion que cerca de 3520 personas en las diversas
zonas del paie tienen sobre estos problamas, en esta
presentacion se hace un andlisis de cémo los
informantes (a través de la Técnica Delphi) califican
estas alteraciones. Dado que los problemas ambientales
se pusden distribuir en diversos itemes que incluyen
tanto el asbisnte natural como el construido, es posible
detectar y analizar las opiniones de cada grupo, en
funcién de lo que percibe. En este caso, hemos
analizado las opiniones y respusstas de los bidlogos que
han actuado como informantes calificados {(un total
sproxisado de 37) en comparacién con el resto de los
participantes. Con ello se establece la importancia que
le atribuyen a los problesas, su control y el peso
tiene su opinidn en detersinar las escalas relativas de
problesas asbientales del pais, en las éreas referidas
al asbiente natursl, y al construido.

Se discuten los principales resultados.

Financiado por Proyecto DIUC 95/87.

Ul FIJADOR ULTRAESTRUCTURML. COMO TRAZADOR DE ESPACLOS
INTERCELIL.ARES: OBSERUACIONES PREVIAS EN  MOSCULO
ESTRIADO VOLUNTARIO, CARDIACO Y OTROS TEJIDOS (An
ultrastructural fixative ss tracer of intercellulsr
space: Prelininary observations on skeletal and
cardiac muscle andothar tiswues)

L.S.6utidrrez y Burgos M.H. IHEM Facultad Medicine
U.N.Cuyo, Mendozas Argentina.-

Interesados en lograr una msyor afinidad tintorial
por  lés membranas celulares y la obtencidn de un
trezador préctico y fécil de emplear, para la
mostracién de espacios intercelularss a nivel de
microscopia slectrénica, usamos ¢l nitrato de niquel
(Marck) el tX disualto en el buffer cecodilato 8.iM pH
7.2 con le adiciéon de glutaraldehido el 5% o
paraformaldehido-glutaraldehido (Karnoveky 1367).

La fijacién se realizé por perfusién vis vasculer, a
través de ventriculo izquierdo, previo lavade con
solucién fisiolégica. Luego de extrafdo los érganos se
completa la fijacidn por 24 ha. refijéndose en osmioc
més ferrocienuro de K {(Kernoveky 1971). Luego de
incluir en Epon o Spurr, las sscciones ultrafinas sen
observadas sin tincién o coloreadas con uranilo-plome
on el microscopio alectrdnico Sismens | A.

Los tejidos obsarvados muestran en genaral buana
preservaciéon marceda opacidad en los  espacios
intercelulares, incorporacién en los tubulos °T°,
panetracién an las vesiculas de pinocitosis y en los
discos intercalares del corazén.

£sta nuava técnica de fijacidn, por la regularidad
on los rasultados, la marscién a  espacios
intercelulares, por la posibilidad de reconocimiento
de barreras hamatotisulsres, la incorporacién por
pinocitosis, por la afinidad tintorial y la facilidad
an su preparacién y manajos, creemos que pueda aportar
ventajas en les técnicas pare microscopia electrénica.

Con spoyo de CONICET Argentina.

APLICACION DE LA PLANARIA DE AGUA DULCE Dugesia sanchezi
PARA EVALUAR TERATOGENESIS (Application of the fresh wa-~
ter planarian D. sanchezi for evaluating, teratogenicity)
Hermosilla, I., Gallardo, R. Depto. de Biologfa Molecu-

lar. Fac. Ciencias BiolSgicas y de Recursos Naturales..
Universidad de Concepcidn.

La planaria de agua dulce D. sanchezi es un platel -
minto de amplia distribucifn en Chile. Su f&cil manejo
en el laboratorio y su gran capacidad regenerativa cons-
tituyer fa:tor..s importantes para nominarla como especie
alternativa en ensayos de teratogénesis.

El presente panel muestra el bioensayo desarrollado
para evaluar el impacto potencial del Pentaclorofenato
de (PCP), un compuesto de uso permanente en las operacio
nes de la industria maderera en la Regién del Biobfo.

El procedimiento metodoldgico consistis en realizar
cortes transversales inmediatamente detras de las auricu
las y someter los fragmentos caudales a la sustancia
test. Varias dosis se prepararon a partir de una solu -
cifn stock de 2,5 mg L~] de Pentaclorofenato de Na(Merdk)
1 tratamiento se mantuvo por 168 hrs., revovando las di-
ferentes concentraciones y solucién control cada 24 hrs.
La teratogénesis fu& evaluada en ¥ de regeneracifn, mor-
talidad y malformaciones. Los ejemplares sometidos a do-
sis superiores a 600 ppb mueren antes de las 24 hrs. La
dosis de 600 ppb causS mortalidad total a las 48 hrs.
400 y 500 ppb permitieron las sobrevivencia de las plana
rias, sin embargo, la regeneracidn alcanzd a un 577 a
través de las 168 hrs. de tratamiento. Estas plamarias
parclalmente regeneradas evidenclaron alteraciones wmorfo
18gicas a nivel de los ojos, aurfculas y cola.

El biocensayo presentado es sensible, ripido, econSmi-
co y ficil de manejar. D. sanchezi puede constituir un
excelente modelo para evaluar desechos industriales, dro
gas, quimicos y aditivos que pueden ser disueltos en el”
agua.

|
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ABSORCION DE TRIGLICERIDOS(TG) Y DE ACIDOS GRASOS LI-
BRES (AGL) EN EL ENTEROCITO DE Pimelodus maculatus.
(Triglycerides and fatty acids absorption in P.macula-
tus enterocyte). Hernindez Blazquez,F.J., Ferri,S.
Departamento de Hxstologxa Instituto de Ciencias onme
dicas, Universidade de Sao Paulo.

Las via metabolicas para la resintesis de TG en pe-
ces y mamiferos son distintas. Los enterdcitos de los
primeros empleam la via del a-glicerofosfato y los o-
tros, la via del B-monoglicercl. Una vez que estas se
asocian a membranas, diferencias morfologicas son obser
vadas durante la absorcidn, Para estudiar mejor este
aspecto, fue aislado el intestino proximal de eJempla—
res de P. maculatus que recibieron azeite de maiz y ac1
do oléico. A seguir fue fijado en glutaralde;do a 27 en
tampon fosfato 0,1 M y pH 7,2, 51gu1endo despues la ru-
tina para observacxon en microscopio eletrdunico. Numero
sas gotitas 11p1d1cas (GL) sin membranas y diametro va-
riable (1 a 5 um) fueron encontradas en el citoplasma.
Particulas lipidicas (PL) de inferior diametro (70 a
100 um) son observadas dentro de las organelas (Golgi,
REG, vesiculas lisas y estruaturas lamelares).Una mem-
brana monolaminar las envuelve, pareciendose asi con
las VLDL (Very Low Density Lipoprotein) de los mamife—
ros. La variacidn de materia grasa (TG o AGL) ofereci-
da no altero la morfologia. Las GL parecen ser una for-
ma de acumulacion temporaria de TG. Por su intimo con-
tato con mitocondrias y con el REG se puede suponer que
sean responsables por su sintesis, una vez que los enzi
mas de la via del a-glicerofosfato se encuentran en e—
sas estructuras. Las PL parecen formarse de inicio en
el REG, que produce vesiculas lisas llenas de particu-
las, A lo que todo indica, es por medio de estas que
las PL llegan al espacio intercelular. El Golgi partici
pa em menor grado de su formacion. Las PL representam
la forma de transporte de la grasa absorvida, ejercien~
do el papel que caberia a los quilomicra de los mamife-
ros, no encontrados en peces.

CANALES IONICOS EN CELULAS DE MUSCULO ESQUELETICO HUMANO
EN CULTIVO CONTINUO (Yon channels in cells from human
skeletal muscle un continuous culture) Hidalgo J..

Cifuentes F.
to de Pisiologia y Biofimica, Pacultad de
Medicina, Universidad de Chile.

Se estudié la expresion de canales i6nicos en una
linea celular transforsada de misculo esquelético humano
norsal y en clonos de la misma, utilizando la unién de
marcadores especificos para canales iGnicos y el registro
de canal tnico con la técnica de patch-clamp.

La linea celular une PN200-100, una dihidropiridina
marcadora de canales idnicos nlectim a Ca+2, con una
Kd de 9.65 nM y una union mixima de 0.3 pwoles/mg
proteina. La unién de alfa-bungarotoxina es de 3
pmoles/mg proteina con una Kd = 1.9 nM. Estos valores
son similares a los descritos para misculo diferenciado
en cultivo.

Registros de canal tnico han mostrado la presencia de
canales sensibles a acetilcolina. La actividad de los
canales es muy baja cuando se registra sin despegar el
electrodo de la célula.- Sin embargo, la actividad de
varios canales, de distinta conductancia, se hace
evidente una vez que el electrodo es retirado de la
célula. Los valores de conductancia obtenidos para uno de
ellos en condiciones i6nicas simétricas (14¢ NaCl/4 KC1/2
mll Hq(l.;l? / 5 Hepes-Na: mM )es de 16.5 + 1 pSiemens

200 de ACh en la pipeta y 23 + 1 pS con 500 nM
de Carbamilcolina en la pipeta. Se ha detectado ademés un
canal de conductancia cercana a 50 pS en las mismas
condiciones.

El establecimiento y caracterizacién de una linea
celular de mdsculo esqueletico humano nos permitird
estudiar aquellos procesos en que el nimero de células o
la falta de una poblacién homogénea ha sido una
limitante.

Financiado por: NIH grant GM35981, FOMDECYT 986 y DTI U.
de CHILE 2123.
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EFECTODE LA DROGA TUNICAMICINA SOBRE LA GLICOSILACION
DELA SECRECION DEL ORGANO SUBCOMISURAL(Tunicamycin
effecton the glycosilation of the secretion of the Sub
comm ssural organ). Herrera H.A. Departamento de Clen—
cias Bsicas, Facul cdna, Udversidad de la
Frontera.

El Organo Subcomi sural es una estructura cir
cunventricular, ublcado en la pared del tercer ventricu
lo, bajo la comisura blanca posterior. Secreta licopro
telnas, entre otros, hacia el {quido céfalo raquideo
del tercer ventr:[culo, donde se condensa en una estruc-—
tura particular denominada Fibra de Reissner.

Con el objeto de determinar el Hpo de glico-
protefna sintetizada se evalu el efecto de la droga
Turicamicina sobre la glicosilacién de la secrecibn a
través de la afinidad que por este material presentaron
la lectina concanavalina A y la técnica de la peroxida
sa anti peroxidasa utilizando un anticuerpo anti-Fibra
de Relssner como antisuero primario.

Los resultados muestran que el material secre
torio de las ratas sacrificadas 12 § 24 horas posterio
res a la inyecciédn de la droga al ventrfculo lateral Tio
presentaron alteradiones a su inmunotincién ni a su afi
ridad por la lectina. El material secretorio de los anl
males sacrificados 50 é 60 horas posteriores a la in =
yeccidn de la droga conservd su afimidad en la técnica
de la peroxidasa antiperoxidasa, pero carecid de afini-~
dad por la concanavalina A.

Los resultados permiten sugerir que:

1) la secrecién del Organo Subcomisural es una N-glico
protefna y 2) esta estructura presenta una baja tasa
de sfntesis.

Financiado por las Direcciones de

Investigaciény Desarrollo de la

Universidad de la Frontera y Uni -

versidad Austral de Chile.

NEUROTENSINA: RECEPTORES Y UNA NUEVA ACTIVIDAD
BIOLOGICA DE LA HORMONA . (Neurotengin:
its receptors and a novel biological
activity) . M Hidalgo, MT Valdivia,I Marinovic,
y J Szecowka, Deptox, de Ciencias Fisiolégicasz
y Gastroenterologia, P. Universidad Catélica,
(Patrocinio: H.R. Croxatto).

Neurotensina (NT) se une a receptores en el
cerebro, intestino e higado. En el cerebro
actua probablemente como neurotransmisor, en
intestino afecta 1la musculatura lisa y en
higado su funcién es desconocida. NT ge yodé
con 1251 y el trazador 125I-Tyr3-NT se empled
en estudios de ligamen. Membranas obtenidas de
cerebros ‘de ratas mostraron una afinidad por
el trazador con una Kd=0,5 nM. Lectinas libres
no impidieron la unién del trazador, 1lo que
indicarf{a que el gitio de ligamen no se
encuentra glicosilado. El receptor se
golubilizé con digitonina 1% en presencia de
lecitina, 1lo que permitié el uszo de una
columna de afinidad AffiGellO-NT en su
purificacién. El receptor se purificé casi a
homogeneidad y se puede concluir que se trata
de una proteina de 50-55 kDa.

NT es secretada desde el intestino delgado
e ingresa al higado por via portal. La hormona
gse administré al higado perfundido aislado (70
ng/ml), recolectando la bilis, NT triplicé la
excrecién de colesterol (XOL) biliar, efecto
dosis dependiente y acompaffado por excrecién
de fosfolipidos y no de sales biliares. Esto
indica que la excrecién de XOL ocurre
principalmente en forma de vesiculas y no de
micelas. Estos resultados proporcionan una
posible funcién fisiolégica para la NT
intestinal. Ademés contribuyen a la
comprensién de los mecanismos de la 1litiasis
biliar ya que la hipersecrecién biliar de XOL
precede a esta enfermedad. FONDECYT 326/88.
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ESTUDIOS FRAMACOLOGICOS DE RECEPTORES ACYIVADOS POR EL L-GLUTAMATD EN WS-
CULOS DE LARVR DE (Pharwacological studies of L-
gluetamate receptors in Drosophila lwval wusclel. MHidalwo, 9., Diaz, F.
Depto de Biologia, Facultad de Ciemcias, Universidad de Chile y Centro de
Estudios Cientificos de Santiago. {(Patrocinio: Pedro Labarca).

Los mdsculos ventrolaterales longitwdinales de la larva de poseen
dos poblaciones de receptores activados por el L-glutamato iL-glw) (1), Um
poblacitn representa receptores excitatorios activados tambidn por dcido
quisquilico, pero no por dcido aspértico ni por dcido N-metil-D-asprtico.
La segwnda poblacién corresponde a receptores i itorios y es activad

también por écido kainico y GREA.

En estudios con electrodos intracelulares wstas dos poblaciones se reflejan
n que el L-gle induce wna despolarizacién de la sesbrana del misculo e el
rango de concentraciones 0 a 30 ul, mn tanto qee concentracionss mayores in-
ducen wna repolarizacién gradual cuyo efecto depemde de la presencia de
cloruro en la solucién que baRa los mésculos. La aplicacién de GRBA, a con-
cemtraciones eicromolares, induce wna ligera hiperpolarizacién de la
wewbrana. Adeads el GRBA ws capaz de repolarizar la sewbrana cuando ésta ha
sido despolarizada por la aplicacidn de L-glu.

Al tratar los wisculos con concentraciones micromolares de quimacring, wn
antagonista no competitivo de receptores de GABR, se abole la
hiperpolarizacién inducida por este neurotrimsmisor,

€] efacto de quinacrina es dosis dependiente, reversible y tiew o Ko.u
aproximado de 3 WM. La quinacrina no abole el efscto despolarizante de L-
glw.

Los resvltados experimentales indican que 1a quinacrina  bloques
espacificasente la activacién de receptores ivhibitorios presentes en
misculo de larva de_Drosoghila, efecto que es dosis—dependiente y rever-
sible.

{1} Delgado et al. FEBS letters,vol 243: 337-342.
Financiado por FONDECYT 1167-88, NIH GM-33981 y Tinker Foundation,

ALGNOS CONSTITUYENTES DE PILGERODENDRON VI
(Same constituents of Pilgerodendron uvifera)
Huaquin K., Reyes A., Garcia H.
Instituto de Quimica, Universidad Austral de Chile

En relacién con un estudio fitoquimica de la flora nativa austral,
hamos iniciado con P.uvifera un andlisis de metabolitos de las Cupresd

ceas chilenas. El examen bibliografico mostrd que tal familia contie

ne esencia de ciprés (0,2-2%) compuesta por hidrocarburos (65-80%):a -
pineno, a ,6-canfeno, &-silvestreno, p.cimol, 1-cadineno y alcanfor de
ciprés, ésteres del terpineol con los 4cidos: formico, acftico y buti

rico. Respecto de compuestos fendlicos priman los flavonoides menores:

flavanonas, isoflavonas y biflabonas.

P.uvifera en cantidad suficiente de andlisis, seco y molido,procedente
insular fue extraido por percolacién hasta agotamiento en
frio, con Me(H técnico. El extracto metanblico se fracciond con sol
ventes de polaridad creciente, desde CHCL, hasta Am(H. Las fracciones
polares, cramatografiadas sobre Sigel GF-254 Merck, han dado hasta el
momento cuatro metabolitos:
I. S6lido amarillo-verdoso de Rf. 0,3 en cramatoplacas de ce

lulosa (TBA3:1:1),omabsomionesnax al W. Me(H 270, 292h, 334;

MeCHHME(Na 274, 294h, 383; AICL , 277, 3)0 350, 397; AlClL, + HC1
581,279,310.342,384;pcawa3z7o Wm?szg
ms. identificado como el biflavonllo Arentoflavona.

Compuesto I1. S6lido amarillo intenso que funde con descamposicion a
2002, Rf. 0,4, con abosorciones W en MeCH 255h, 273, 300h, 340; MeCH+
MeONa 275, 330h, 393 (desc.); AICl, 275, 315, 435; AICL#HC1 260h, 277
wsassmzasmago,% 36, 370 ms. el cual
fue caracterizado com una flavona con h1dmx1105 libres en las
posiciones 5, 3', 4', 5' y probablemente un OH-7 metoxilado; carece de
grupos glicosidicos pues no se hidroliza ni migra en CCF con AcOH 15%.

Los otros dos campuestos son del tipo éster: aceite de semilla de
algodon (de camposici6n conocida) y ftalato de octilo neutro; los mis
mos que fueron identificados por sus propiedades cromatogréficas y es
pectroscipicas.

Se agradece el aporte de la Direccién de Investigacion y Convenios
Universidad Austral de Chile. Subsidio S-86-40.

CLOWANIENTO DE DETERMINANTES OE ADHESIVIOAD € INVASIVIOAD DE Aerosomss sobria
830. (Cloning of Aerosomss sobria 830 adhesion and iavasion detersimants).
Wiorichson, V., Soto, V., Solfs, &, Eiaueros, G., y Yudelevich, B, Unidad de
Microbiologis y Genética Molecular, Facultad dn Ciencias Oielégicas.
pontificia Universidad Catdlica de Chile & INTA Universidsd de Chile.

La capacidad de bacterias enteropatigenas de adherirse y en algunos cases
adends invadir células de la mucoss géstrica es un elemento muy isportants ea
ol proceso de infeccitu.

Con el objeto de caracterizar a nivel nlocuhr los genes involucrades, y
las caracteristicas del proceso de adhesidn e ibn; estanos estud m
este proceso an Aeromonss sobria. Pacs ello estasos utilizando la cepa
Aerononas sobria 830 provenients de un aislado clinico que demostrd ser
enteroinvasor y antarotoxigénico.

A fin de identificar las funciones involucrades en estos procesos de
adhesién y/o invasion, hemos construido en E. coli ¥C3257 un banco de genss de
feromonas sobria en el cosmidio pHC79. Este banco ha sido utilizado para
identificar clones de £. coli que han adquirido la capacidad de adherirse o
invadir “in vitro" a células Hep-2 crecidas en monocapa. El estudio d la
genoteca persitid aislar un clon sl que dencminamcs 97i que adquirid la
capacidad de invadir células Hep-2 y un segundo que denominamos A3 que es
capaz de adherirse paro no et capaz de penetrar al iaterior de las células
Hep-2.

Andlisis del DWA prasente en el clon 97i indica la presencia del cossidio
PHC?9 y un inserto ds 9,7 Kb. Andlisis de DNA del clon A3 indica la presencia
del cosaidio pHC?9 y un inserto de aproxisadaments 20 Kb,

Estudios morfoldgicos de las bacterias, reslizados mediante aicroscopia
electronica de barrido permitieron desostrar casbios en la superficie do la
cepa YCS257 utilizads para obtener .Ia genotecs. Estos cambios se aprecian en
el clon conteniendo el fragsento de ONA de Aeromonas sobris 830 que le
confisre a éste 1a capacidad de ser invasor. Tasbién se aprecian casbios
norfolégicos en la superficie del clon que contiene el fragaento de DNA de
Asrosonas sobria 830 que le confiere le capacidad de adhesién.

Financiamiente proyecto FOKOECYT 398-88.

MODULACION MU Y KAPPA OPIOIDE DE LA INFORMACION AFERENTE
EN EL BULBO OLFATORIO.(Mu and kappa opioid modulation of
afferent input in the olfactory bulb). Inostroza,H. ¥
Hernéindez,A. Unidad de Neurofisiologfa y Bioffsica, Area
de Ciencias Biolbgicas, INTA. Universidad de Chile.

La actividad aferente al bulbo olfatorio es regulada a
nivel de 1las neuronas de segundo orden, las células
mitrales, por medio de sinipsis reciprocas dendrodendrf{-
ticas que establecen con interneuronas de las capas
periglomerular y granular. Aunque GABA aparece como el
principal neurotransmisor involucrado en la modulacién
de la excitabilidad de las células mitrales, estudioce
inmunocitoquimicos seflalan que la mayoria de las célules
periglomerulares contienen enkefalina y que parte de las
neuronas granulares contienen dinorfina. Ya que ambos
péptidos han sido involucrados en inhibicién de la
informacifn aferente en neuronas de segundo orden de
otros sistemas sensoriales, se investigb si agonistas mu
y kappa opioides son capaces de deprimir la actividad
olfatoria aferente a nivel de las células mitrales., Se
utilizaron ratas Wistar, curarizadas y anestesiadas con
alfa—-cloralosa, en las que se deaferentd quirirgicamente
uno de los bulbos olfatorios de influencias centrales.
El nervio olfatorio ipsilateral se estimuld eléctrica—
mente y se registrd las respuestas evocadas mediante wn
electrodo bipolar. Como agonistas mu y kappa opioides
se utilizé morfina clorhidrato (100 oM) y U-50488H
(100 nd), los que se administraron tépicamente (10 ul)
sobre la superficie bulbar dorsal. Morfina deprimié el
componente tardfo de  la respuesta evocada, efecto gque
fué revertido por 2 mg/kg de naloxona. U-50488H inhibid
tanto el componente temprano como el tardfo del poten-
cial; naloxona no antagonizé este efecto. Los resultados
muestran que los agonistas mu y kappa opioides pueden
interferir la transmisién sensorial a nivel de las neuro
nas de segundo orden de la via olfatoria, de un modo
aparentemente similar que en el sistema nociceptivo.

Proyecto FONDECYT # 570/1988.
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ANALOGOS QUE INHIBEN LA DEGRADACION DE FOSFATIDIL-
INOSITOL-4-FOSFATO. (Analogs that inhibit ;he degrada-
tion of phosphatidylinositol-4-phosphate.) Jacob, G.
Departamento de Bioqufinica, Facultad de Medicina, Uni-
versidad de Chile. (Patrocinio: J.E. Allende.)

Un apreciable nimero de seflales externas son transduci-
das a nivel de la membrana celular mediante un estimulo
del recambio de fosfoinosftidos y la Yiberacidn de se-
gundos mensajeros como inositol 1,4,5 trisfosfato y
diacilglicerol. Muchas de las 1Investigaciones sobre
los mecanismos bioquimicos de esta transduccidn se rea-
11zan en oocitos de XenoFus laevis debido a la facili-
dad de microinyectar o protetnas en estas c€lulas.
Es de mucho interds estudiar el metabolismo de los fos~
folnosftidos y su regulacidn en este modelo. Princi-
palmente se han estudiado las reacciones de biosTntesis
y degradacidn de fosfatidilinositol-4-fosfato (PIP).
En este trabajo se detallan los resultados obtenidos
ensayando el efecto de andlogos fosforilados sobre la
degradacidn de PIP. Usando fosfatidilinositol-4-{: 203
fosfato unido a las membranas de oocito, se ha observado
que la radiactividad es liberada por enzimas degradati-
vas presentes en las membranas. La presencia de 6 mM
fructosa-1,6-bisfosfate o dh-glicerofosfato inhibe to-
talmente la actividad degradativa, mientras que 8 mM
fructosa-2,6-bisfosfato causa un 40% de inhibicidn.
Fructosa-6-P, Glucosa-6-P, B-glicerofosfato o 2,3-bis~
fosfoglicerato no tienen ningin efecto. Para dilucidar
si la actividad degradativa corresponde a una fosfomo-
noesterasa o a una fosfolipasa C, se estudid por HPLC
el compuesto que contiene la radiactividad proveniente
de fosfatidilinositol-4-{32P)fosfato, encontrdndose la
totalidag de las cuentas como fosfato inorgdnico.
{Apoyado por FONDECYT, The Council for Tobacco Research
y la Universidad de Chile.)

"ESTUDIO OE LA GERMINACION EN DOS ESPECIES DEL GENERO E-

RODIUM". (Germination study in two species of Erodium ge

nus). Johnston, M.; Olivares, A. y Ferndndez, G. Lab. Fi
siol. Veg., Fac. de Cs. Agr. y Fores., Univ. de Chile.

La época e intensidad de uso de la pradera natural de
terminard la produccién y conservacién de las semillas

en el suelo para asegurar la resiembra. Las especies de}
género Erodium son las primeras que emergen y las mds
persistentes frente a stress, sin embargo, en pruebas
de laboratorio tienen una capacidad germinativa muy va-

riable. Por ello es necesario conocer el grado de dorman

cia de estas especies de la pradera anual mediterrénea.
Durante 3 temporadas se cosecharon las unidades dis-
persivas de Erodium moschatum y E. botrys. Se realizaron
pruebas de germinacidn a 15°C en cdpsulas Petri, con pa-
pel filtro y agua, en incubador, empleando disemfnulas

completas y semillas escarificadas. Se midid germinacidn
diaria para determinar la cinética y tasa de germinaci6n

y calcular algunos fndices.
Las diseminulas de E. moschatum presentaron baja capa

cidad germinativa en las ‘Cosechas de 1985 y 1988 (5 y 1%

respectivamente) y una alta germinaci6n en la cosecha de
1986 (74%), en cambio con semillas escarificadas la capa

cidad de todas sube a alrededor del 90%. La germinacién

de E. botrys cosecha 1988 es también baja (7%) y mejora
notablemente al escarificar la semilla (89%). En semi-
Nas escarificadas de ambas especies las tasas de germi-
naci6én méximas se alcanzan rdpidamente difiriendo s6lo
en su magnitud (inferior para E. botrys).

Estos resuitados indican 1a existencia de una dorman-
cia tegumentaria cuya magnitud depende de la especie y
de la época de formacidn. Se discuten estos resultados
en relacidn al establecimiento de estas especies en el
campo y a su potencial de resiembra.

Proyecto DTI A-2409-8834, U. de Chile

ESTUDIOS SOBRE LA DIFERENCIACION CELULAR:
MORFOGENESIS DE DOBLETES. (Studies on ce-
llular differentiation: morphogenesis of
doublets). Jarefio, M.A.Centro de Investi-
gaciones Biolégicas. Madrid, Espafia.

El Ciliado Onychodromus acuminatus uti-
lizado en este trabajo fué aislado de una
muestra de agua del Coto de Doflana (Huelva,
Espafia), mantenido en el laboratorio a 21:C
¥y alimentado con Chlorogonium. Las colora-
ciones utilizadas para su observacién al mi
croscopio éptico fueron: Feulgen, verde de
metilo-pironina y proteinato de plata. Pa-
ra el estudio de su ultraestructura los mé-
todos normales de microscopia electrénica .

Los dobletes son organismos formados por
dos células que en ciertos aspectos (divi-
sién) se comportan como unidades morfogené-
ticas. En esta especie constan de dos ci-
liaturas completas y poseen un eje de sime-
tria bilateral. Se forman mediante una mor-
fogénesis doble en el interior de un quis-
te que consta, aparte de las envueltas quis
ticas, de citoplasma y nicleos. Los macro—
nicleos parecen estar directamente implica-
dos en el inicio y en el perfecto desarro-
llo de la doble morfogénesis. Su independen
cia dentro de un citoplasma comin es indis-
pensable para la perfecta diferenciacifn y
posterior comportamiento como doblete. Las
anomalias en este aspecto tienen como con-
secuencia directa la reabsorcién de uno de
los componentes. Los dobletes son formas
inestables y después de un nimero variable
de divisiones revierten a la forma de indi-
viduos aislados.

MODIFICACION DE LA COMPOSICION EN ACIDOS GRASCS DE LOS
FOSFOLIPIDOS DE MEMBRANA DE HEPATOCITOS EN CULTIVO
PRIMARIO CON ACIDOS GRASOS N-3 Y N-6. (Modification of
fatty acid composition of membrane phospholipids in
cultured hepatocytes with n-3 and n-6 fatty acids).
Jorguera,J. y Kawada,M.E. y Vargas,L., Fac. Cien.
Biol., y Fac. de Medicina. P.U.Catdlica+de Chile.

El consumo de dcidos grasos de la serie n-3, en los
cuales son ricos los aceites de origen marino, ha sido
correlacionado con una baja en el riezgo de
enfermedades cardiovasculares. Inicialmente, este
efecto fue atribuido a un aparente descenso del
colesterol plasmdtico asociado al consumo de estos
Acidos grasos. Sin embargo, actualmente se sabe que el
efecto protector puede llevarse a efecto sin cambjos
aparentes en los niveles plasmiticos de lipidos. Estas
observaciones y el hecho de que los #Acidos de las
series n-3 y n-6 producen eicosanoides diferentes,
con accién bioldgica que es, en algunos casos,
contrapuesta, hacen pensar que los efectos bioldgicos
de los dcidos grasos n-J podrian encontrarse a nivel
de regulacién metabdlica.

En este contexto, nos ha interesado estudiar si un
aumento de 4cidos n-3 en membranas pudiera tener
consecuencias en mecanismos de transduccién de
sefialegs. Con este objetivo hemos determinado, en
hepatocitos en cultivo primario, las condiciones para
cambiar la composicién de los fosfolipidos de
membranas. Los resultados obtenidos muestran que los
hepatocitos en cultivo primaerio cambian rapidamente la
composicién de sus fosfolipidos al suplementar el
medio con Acidos grasos de la serie n-3 o n-6 unidos a
albdmina y que es posible obtener hepatocitos con
practicamente un 50X de sus Acidos grasos n-3 o n-6
manteniendose relativamente constante las proporciones
de saturados y wmonoinsaturados. (Financiado por
Fondecyt 390/88; 250/88 y PNUD CHI1/88/017).
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ESTUDIO ULTRASTRUCTURAL Y CITOQUIMICQ DE LAS VACUOLAS
DE TROFOZOITOS DE Glardis lamblia (Ultrastructural and
citochemical studies «of the Glardia lamblia
trophozoites vacuoles). Kattenbach, W.M., De Carvalho,
T.U., Pimenta, P.F.P, Pinto da Silva, P, and De Souza,
W. - Laboratfrio de Microscopla Eletrénica, Instituto
de Blofisica Carlos Chagas Filho, UFRJ, Instituto de
Biologla, UERJ and National Cancer Institute, USA.

Gilardia 1lamblia cysts and trophozoites present
membrane bounded vacuoles subjacents to the plasma
membrane. Their function has been discussed by several
authors and the possibility that they would be
endocytic, exocytic and lysosamal vacuoles has been
considered. Glardla trophozolites (Portland 1 strain)
cultivated in TYI-S-33 medium collected in their 1log
phase of growth, fixed or not in GA 2,5% solutions and
submitted to the followlngs approaches: 1) Treated to
conventional freeze-fracture and fracture-flip; 2)
incubated 1n solutions contalning acridine orange or
CeCly and Na-B-glicerophosphate for ldentification of
acid?c campartments by light and electran microscopy;
3) incubated In solutlons contalning albumin-gold and
peroxidase-gold foar observatian of the processes of
fluld phase and receptor-mediated endocytosis,
Observation of the membrane fracture faces showed a
greater density of intramembranous particles on the P
than o the E face. Some ondulations on  the
trophozoltes surface seem to correspond to the
vacuoles suggesting the endocytosis processes. The
observation of trophozolites treated with acridine
orange reveled a bright and orange fluorescence in
sites corresponding to the vacuoles. The same vacuoles
presented a dark rections product indlcative of acid
phosphatase actlvity and exhibited colloidal gold
particles assoclated to albumin and peroxidase.
Supported by: CNPq, FINEP and CEPG-UFRJ.

INTERACCION DE ALOOHOLES ALIFATICOS CON EL TRANSPORTADOR DE
GLUCOSA DE ERITROCITOS HUMANOS. (lInteraction of aliphatic alcohols
with the glucose corrier of humen erythrocytes). Krypka,R.M. y
Devés, R. Ressarch Center, Agriculture Canada, London, Canadd y Depto.
de Fisfologia y Biofisica, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

Es comin que moléculas hidrofdbicas de estructuras variades inhiben
61 functonamients de transportadores g8 membrana. No se ha establecidd
si 1a inhibicion es el resultedo de la interaccion directs con la proteine
transnogtma o st e debe & ls perturbecion su entorno (la bicepe
lipidica).

En este trabajo, se estudia el mecanismo de inhibicidn de una serie de
alcoholes aliféticos de cadena recta sobre el trensportador de glucosa de
eritrocitos humenos. El transportador es inhibido por etanol, butanol,
hexanol, octano! y decanol. La potencia aumenta con la liposolubilided del
glcohol. Participan en la inhibicidn al menos dos moléculas de alcohol por
transportador, suponiendo una alte cooperstivided en le union. Con
respecto a la interaccion con el sustrato, etanol, butanol y hexanol son
competitives, mientras que octanol muestra una cinética mixte y decano!
es practicamente no competitive. Los primeros tres miembros de la serie
(C2-C6) interTieren también con 18 union del inhibidor floretin, que se
liga al transportador competitivamente deade £ compartimiento externo.
Por GHimo, 105 alcoholes pequefios aumentan 1a velocided de inactivacion
del transportedor por pCMBS (tal como lo hace floretin}, pero los de
mayor tamafio (C8-C10) no la afectan. Estos resultados sugieren que
etanol, butanol y hexanol se unen 8l mismo sitio de floretin y glucoss;
octanal y decanol parecen unirse 8 otra region.

Financiado parclaimente por proyectos Universided de Chile (B-2674) y
FONDECYT ( 156).
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RECEPTOR DR EGF (R-EGF) EN CEREDRO DE RATA
DURANTE EL DESARROLLO POST-NATAL. (Rat brain
EGF receptors during postnatal development). Krauss RY.
Falndez V.G y Gonzdlez A. Depto. Biologia Celular. y Depto.
Inmunologfa Clinica y Reumatologia P. Universidad
Catélica de Chile.

El factor de crecimiento epidermal (EGF) ejerce
efectos tréficos y proliferativos en diversos tejidos a
través de la interaccién con un receptor especifico.
Recientemente se ha descrito 1a presencia de EGF en el
Sistema Nervioso Central de rata y humano, sugiriendo
que este tejido altamente diferenciado podria poseer
R-EGF.

En este trabajo se identificé mediante inmuno-
precipitacién, inmunobiot, inmunocitoquimica y croma-
tografia de afinidad upa proteina con caracteristicas de
tEGF en distintas dreas det encéfalo de fa rata. Utilizando
un anti contra R-EGF purificado por
cromatograffa de afinidad de higado de rata, se pesquizé
una proteina de 190 kDa en sinaptosomas de corteza,
hipocampo y cerebelo, que estd presente desde el primer
dia de desarrollo ¥ se mantiene en niveles constantes al
menos hasta 10s 30 dias. Esta proteina posee 1a capacidad
de ligarse a EGF unido a2 una columna de afinidad. La
inmunocitoquimica en los dias 1, 15 y 30 dias postnatates
demostré inmunoreactividad en neuronas piramidales de
corteza ¢ hipocampo asi como en célutas de Purkinje. Esta
reaccién es especifica ya que se elimina al co-incubar 10s
cortes con R-EGF purificado de de rata. (Financiado
por F(;NDBCYT #0249-88; V. Falindez becario Pundacién
Andes). ’

COMPARTIMENTOS ENDOSOMICOS Y PENETRACION DE VIRUS IPN
EN CELULAS CHSE~214. (Endosomic compartments and IPN
virus penetration in CHSE-214 cells), Kuznar, J.
Facultad de Medicina, Universidad de Valpa
rafso. -

Los mecanismos de entrada del virvs de la necro
ais pancreftica infecciosa (virus IPN) a la célula,
son desconocidos.

Este trabajo tiene por objeto analizar las vias
de internalizacién del virus IPN, y su relacifn con
los mecanismos endocfticos de la c&lula hospedadora.
Se caracterizé la actividad endocftica de las células
CHSE-214 mediante la incorporacién de trazadores con-
vencionales. A nivel ultraestructural se observa la
conformacién de un complejo endosémico con una polari
dad espacial claramente definida.

En los primeros 5 min. los marcadores son incor
porados a una red endomembranosa de tfibulos y vacuo-
las interconectados a nivel periférico. Posteriormen
te el trffico estd dirigido, a través de endosomas,
hacia freas ubicadas en torno al centrosoma y préxi~
mas al nGcleo, Al cabo de 30 min. los trazadores se
detectan en los lisosomas. Respecto a la internaliza
cién del virus, s6lo fue posible detectar relaciones
estrechas con compartimentos endosémicos periféricos.
Es mfs, la proporcién de virus internalizado es muy
baja frente a la de los adsorbidos.

Aparentemente, la internalizacién del virus IPN
se resuelve a nivel de compartimentos endosémicos pe-
riféricos.




BIOLOGIA TERMICA COMPARADA DE DOS ESPECIES DE
LAGARTOS DEL GENERO PRISTIDACTYLUS
(Comparative thermal biology of two
Bristidactyvlus lizards). LABRA, A.. Depto. de
Cs. Ecolégicas, Fac. Clencias, Univ. de
Chile. (Patrocinio: M. ROSENMANN)

Los reptiles poseen baja capacidad de
generar calor, existiendo mecanismos que
permiten adquirir y mantener una adecuada
temperatura corporal (Tb), la que depende al
igual aue los mecanismos, del habitat usado.

Los objetivos del trabajo son determinar
el efecto del ambiente en la frecuencia de
uso y preferencias térmicas de sustrato (Ts),
en dos especies congenéricas de diferentes
ambientes, P. volcanensis (matorral) y P.

(bosques de  Nothofagus), vy
establecer si en éste género Tb puede
relacionarse a factores filogenéticos. Se
espera quo ™ y Ts sean mayores en P,

Los aninales fueron colocados en
terrarios individualmente. Cada hora se anoté
Tb y sustrato utilizado. Ts fue medido una
vez al dia.

Ambas especies presentan diferencias en
T y Ts (P<0.001). P. torguatus tiene
euritérmia corporal, mayor Tb y utiliza
sustratos mis cdlidos.

Los resultados difieren de lo esperado.
Presuntamente P, torguatus se encontraria
bajo fuertes restricciones en su ambiente,
reflejandose en las preferenciales térmicas y
la euritérmia corporal. Apesar de las
diferencias en Tb, existe un componente
filogenético que los separa de otros
Iguénidos.

Financiado parcialmente por: DTI N2594

INFLUENCIAS NERVICSAS EN EL DESARROLLO FOLICULAR Y SECRE

CION DE ESTEROIDES OVARICOS *. (Neural Influences on
follicular development and ovarian steroid secretion).
I.gm HE eda SR. Dept. Bioquimica y Biol. Molecular
. Cs. ﬂicas y Farmacéuticas. U. de Chile, y Div.
ofNan'osueln:sOregonMomanmteRs Ctr.
Beaverton, USA.
Machas evidencias sugieren que la funcibn ovérica es

modulada por la actividad de nervios simpdticos ovaricos.

En este trabajo hemos utilizado 2 procedimientos inmumo-
16gicos para eliminar los nervios adrenfrgicos: a) Adwi-

nistracién de anticuerpos contra el factor de crecimien-

to nervioso (NGFAb) a ratas neomatales y b) tratamiento
crénico con guanetidina (G)) durante la etapa infantil-
juvenil del desarrollo.

NGFAb eliminb totalmente los nervios simpdticos y par

cialmente los sensoriales del ovario. GD solamente des-
truy6 los nervios simpéticos. Asbos tratamientos no
afectaron las neuronas hipotaldmicas. NGAb al igual

que GD detuvieron el desarrollio folicular y disminuyeron

la secrecién de estradiol del ovario. A diferencia de
GD, el tratamiento con NGFAb produjo un aumento de los
foliculos preantrales. Los tratamientos con GD y NGFAb
retardan la primera ovulacisn pero s6lo NGFAb modificé
la capacidad reproductiva. Las diferencias cbtenidas
con los 2 tratamientos se pueden explicar por el efecto
diferencial sobre las neuronas sensoriales del ovario.

Estos resultados dan fuertes evidencias para postular
que la inervacitn simpfitica facilita el desarrollo foli-
cular y la actividad secretora del ovario. Ya que ade-
mis hemos encontrado que la secrecién de norepinefrina
(NE) es modulada localmente por gomadotrofinas, es posi-
ble que estas hormonas no sélo sens:lb:lhcen el ovario pa
ra la accién de NE, sino que ademdis modulen el flujo de
informaci6n nerviosa por interacciones directas y comple
mentarias para el funcionamiento ovérico.

* Financiado por NIH: HD24870, RR00163 y NSF: BNS8318017
a SRQ y Rockefeller Foundation; TWAS: BC 88-109 y DII
2750-8712 a HEL.
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EFECTO DE Aeg{a abiao SOBRE LA POBLACION DE Dipfodon chi
fensis EN EL LAGO PANGUIPULLI. (Effect of Aegfa abiao
upon population of DipLodon chilensis in Panguipulli La-
ke). Lara, G. Depto.CC.NN.-Biologia.Pontificia Universi-
dad Catdlica de Chile-Temuco.(Patrocinio S. Peredo).

En aguas someras del lago Panguipulli la poblacidn de
Diplodon chilensis (Gray,1828) se caracteriza por formar
grupos en distintos sustratos, siendo su abundancia sig-
nificativamente mayor en sustrdto areno-pedregoso (AP)
que arenoso (A) .Observaciones estivales realizadas en el
area de estudio, indicaron que Aegfa abtac (Schmitt,1942)
es uno de los depredadores de la poblacidn de D. ch.ifen-
444, situacidn que llevd a plantearse la interrogarte
2qué efecto ejerce la depredacidn de A.abfao sobre el pa
trdn de distribucidn espacial y de abundancia de estas
almejas en el lago Panguipulli?

Para encontrar respuesta a esta pregunta, en época de
verano (enero-febreroc 1987),se realizaron experimentos
de campo en sustratos AP y A excluyendo 100 almejas de
los depredadores en cajas de 100 x 100 x 15 cm por un pe
riodo de 25 dias.

Los resultados indicaron que, en ambos sustratos las
almejas adoptaron una distribucidn espacial agtegada (de
una uniforme original) dentro de los primeros 5 dias de
iniciado el experimento la que se mantuvo indefinidamen-
te en el tiempo. Respecto a la abundancia de almejas, se
determind que el efecto de A, abtao es mayor en sustrato
A que AP registrandose en el transcurso de.25 dias una
mortalidad por depredacidn de 12 y 6 ind/m” respectiva -
mente. Al comparar ambos sustratos en &poca de verano e
invierno, se encontrd® que en verano la mortalidad por de
predacidn es mayor en sustrato A que AP, a diferencia de
lo ocurrido en &poca de invierno. Se discuten estos re -
sultados.

Financiado: Proyecto 2.87.5. CIPUC-Temuco

EL EFECTO DEL pH EN EL CANAL DE K* ACTIVADO POR CALCIO
PUEDE SER EXPLICADO POR UN MODELO DE COMPETENCIA DE
LOS PROTONES POR LOS SITIOS DE LIGAMEN DE CALCIO DEL
CANAL. (The effect of pH in the Ca®*-activated K* channel can be
expiained by a competitive modet of the protons for the calcium binding
sites of the channel). Laurido, C. ,Wom D.”

Depto de Quimica, Facultad de Ciencla, Universidad de Santiago.

Dspto de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile y
Centro de Estudios Cientificos de Santiago.

Hemos estudiado el efecto det pH sobrs et canal de K* activado
por caicio presente en membranas de musculo esquelético de rata,
incorporado on bicapas artificiales de fosfolipidos. En experimentos
realizados a potencial constante (+30 mV) en los cuales se vari la
concentracion de calcio y el pH, se pudo observar lo siguiente;

a) Los cambios de pH a concentracién de caicio constante, modifican
Ia cindtica del canal séio si estos se realizan en el lado sensible al
caicio (inracelular).

b) La acidificacion a una concentracién de calcio constante, induce una
disminucién de la probabliidad de encontrar ef canal en el estado
ablerto (P ) a un potencial dado.
c)EIuempopromedloenelwadoabhnoddcanal(T.) s una
funcién lineal de [Ca?*] y ef th en el (T,
es una funcidn lineal de 11[015"]5 Esto indica la presencia de dos
estados ablertos y varios estados cerrados.

d) Las curvas do T, versus [Ca*?) y T, versus 1/[Ca®* 2 a diferentes pH
muostranquaaladdmcarsepfoduceumdbmlnucléndeT y un
aumentode T.

) Enbsumﬁesde[Caz*] =0 para T,y [Ca?*} = = para T, estas
curvas graficadas a diferentes pH, Interceptan ol eje venlca1 en un
mismo punto. Este comesponde a los valores de las constantes
cinéticas de apertura y cierre del canal, indicando que las transiciones
ablerto-cerrado del canal son independientes del pH.

Estas observaciones son compatibles con un modeio de competencia
de ios protones por los sitios de ligamen de caicio de la proteina-canal,
Esta competencia se realizaria de manera independiente de! estado
conformacional del canal. Los protones pueden competir por los sitios
de calcio tanto en el estado ablerto como cerrado def canal,

Financiado por FONDECYT, Proyecto 0451/88, Fundacion Tinker y
Grant NiH 35981,




COMUNICACIONES

RECEPTORES PARA IGF-I EN GLANDULA MAMARIA DE RA
TA (IGF-I receptors in rat masmary gland). *

**, .mls__‘!j-: Ocaranza M.P.,
Sapag-Hagar, M.
Depto. Bioguimica y Biologia Molecular-Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas-Universidad de Chile

Varios factores de crecimiento de distinto ori-
en, capacidad funcional y mecanismo de accidn, po-
rian participar en la rsgulacwn de la diferenciacién

y proliferacién de la glandula memaria. El factor de
crecimiento andlogo a la insulina de tipo I (IGF-I),
un polipéptido relacianado estructural y funcianalmen-
te con la insulina, es capaz de ejercer una serie de
acciones sobre el tejido mamario. Por otra rte, se
ha seflalado que este factor mediaria la accion galacto
poyética de 7: hormona de crecimiento en rumiantes. ~—

En este trabajo evaluamos y caracterizamos la
cgfacidad receptora de la gldndula mamaria para ‘el
'-I durante el ciclo lactogénico, utilizando membra-
nas purificadas de gldndula mamaria y el IGF-I radio-
marcado con yodo-125. Los resultados mostraron que
la unién de [gb‘—l es dependiente del tiempo y la tem-
peratura, aicanzando un miximo a las dos horas de in-
cubacién y manteniéndose en el equilibrio por 16 horas.

La disociacién del IGF-I desde su receptor, a
4°C, fue relativamente rdpida.Estos sitios son especifi-
co(s)aﬁara IGF-1 puesto que una concentracién de 20ng/ml
produjo un 50% de desplazamiento, en cambio la insuli-
na requirié de una concentracian 10 veces superior.
Otros ligandos (Prolactina, EGF, etc.) inhibieran sélo
un 10 a 20% la unién especifica, revelando el andlisis
de Scatchard la existencia de sitios de alta y baja
afinidad, El estudio de los receptores de alta afini-
dad para IGF-{ a lo largo del ciclo lactogénico, mos-
tré un claro predominio de ellos en la prenez tenprana.

Se concluye que la gldndula mamaria posee capa-
cidad receptora especifica para este factor de creci-
miento, el cual intervendria funcionalmente en el pro-
cesuv de desarrolio del tejido mamario.

* Financiado por Proyectos FONDECYT 88-0872 y DII-Universidad
de Chile. B-2116-8844, .

**% @Gecado de la Fundacién Andes.

RELACIONES ELECTROFISIOLOGICAS ENTRE EL COLICULO SU
PERIOR (CS) Y NUCLEO ROJO (NR) EN EL GATO. Electro -
physiological relationships between Superior Colli
culus (S.C.) and Red Nucleus (R.N.) in the cat).
Leiva, J.

Uepartamento de Pre-Clinicas, Divisi6n Oriente, Fa -
cultad de Medicina, Universidad de Chile.

La estimulaci6n eléctrica del CS provoca giramien-
to de la cabeza en el gato crénicamente implantado,
lo mismo ocurre cuando se estimula el N.R. Mediante
técnicas neurohistolégicas, hemos demostrado relacio-
nes entre CS y NR. Este trabajo tiene como propdsito
demostrar relaciones funcionales entre ambas estruc -
turas cefalogiras.

Técnicas electrofisiol6gicas. ejecutadas en prepa-
raciones agudas en 10 gatos, han permitido registrar
simulténeamente células: desde la regién Parvo-celu-
lar de ambos NR. Electrodos de NiCr, instalados en
las capas mds profundas del CS, entregaron pulsos de
estimulaci6n entre 10 y 400 uA de intensidad, .03 a 1
ms de duracién, 1 a 600 p/s. De 40 células registra-
das, 9 : 22.5% modificaron su actividad con estimula-
ci6n del CS, € de ellas ipsilaterales y 3 contralate-
rales. Una de éstas, mostr6 ademés un significativo
grado de correlacifn con los movimientos oculares ho-
rizontales. Las latencias fueron cortas, entre 0.6 y
5 ms. Demostréndose fatiga sindptica, sugiriendo co-
nexién sindptica para la via CS, NR. Estos datos
describen una significativa interacci6n funcional pa-
ra ambas estructuras, en especial sobre la regién
Parvo-celular del NR. Se discute la participacion de
esta nueva via, en las conductas de orientacibn sur -
gidas con la intervenci6n de ambas estructuras.

Proyecto 89 - 1078. Financiado por FONDECYT.
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PROPORCION SEXUAL Y EDAD MATERNA EN UNA POBLACION CHILE-
NA DURANTE UN PERIODO DE LA COLONIA (1700-1800). (Sex -
ratio and maternal age in a chilean population during a
colonial period (1700-1300). Lazo, B., Figueroca, H.,
camggsano, C. Departamento de Biologia, Facultad de Me-

dicina, Universidad de Valparafso.

Se estudia l1a proporcién sexual (sex-ratio) de
recién nacidos seglin la edad de la madre en una pobla -
cién de Valparafso del siglo XVIII.

La informacidén proviene de libros de matrimonios
y de bautismos de las parroquias de Puchuncavi y Quillo-
ta entre 1700 y 1800. Los datos corresponden a la tota-
lidad registrada en dichos libros durante el lapso sefia-
lado. De estos 1ibros se obtuvo datos de edad materna y
del nimero de hijos de cada madre segin el orden de na -
cimiento, el sexo y el afio a partir de 1a edad materna.
La edad materna se clasific6é en grupos quinquenales,
salvo el primer grupo {menos de 20 afios) y el Gitimo (40
y mds afios). La proporcién sexual se midi6 por l1a rela-
cién entre el nimero de hombres por cada 100 mujeres y
el sex-ratio por el cuociente del nimero de mujeres por
el nimero total de nacimientos.

La proporcidn sexual promedio obtenida es de 106
hombres por cada 100 mujeres, 1o cual es muy préximo a
los valores actuales (105:100). En el grupo de 40 y mis
afios se observa unma fuerte distorsidn en favor del sexo
femenino (92:100). Datos censales chilenos actuales de
Tos G1timos 30 afios muestran una distorsién en el mismo
sentido. Datos experimentales en hamster sefialan que
junto con la disminucién de 1a fertilidad con el aumento
de la edad materna, hay menor nimero de fetos masculinos.

Tentativamente podrfa decirse que habria algln
factor hereditario relacionado con la sexualidad, actuan
do con mayor eficacia en contra del sexo masculino con
el aumento de la edad materna.

COMPORTAMIENTO "IN VITRO"® DE PAPILAS DENTA -
RIAS DE CONEJO EN PRESENCIA DE ECTODERMA DB
CODORNIZ (. cupic ¥y Coturnik c.
japbnica). (Benavior of dental tissues from
rabbit in neverospecific association). Lemug,
D., Fuenzalida, M., Illapnes, J., Lemus, B. ¥
%gggggg 3. Lab.Enbriol.Exp.,Depto.Morf ,Exp.,
cuela de hedicina, Univ, de Chile,
La odontogénesis se encuentra mediada por uma
secuencia de interacciones inductivas; estf de
mostrado que la papila dentaria induce al L
telio adyacente, incluso ectépico y heterélgp
a formar un érgano del esmalte, lo que conduce
a la formacién dentaria, En este tra ajo aso-
ciamos papilas mesenquimfticas de gérmenes
dentarios de conejo con ectoderma ectSpico-he
terélogo para verificar su capacidad inducto-
ra odontogénica. Utilizamos embriones de cong
jo con 15 ds, de desarrollo, de los que se a=
is16 papilas dentarias provenie tes de gérme-
nes en etapa de copa, las que se asociaron cm
ectoderma del flanco de embriones de codormiz
de 72 hs.de desarrollo, cultivéndose por 2 ds
en medio semisflido y 6 ds "in ovo®; los cul-
tivos se fijaron y estudiaron histoldgicamen :
te, Los resultados mostraron que los recombi-
nados diferenciaron dientes con secrecidm de
matrices extracelulares (dentina), Estas ob -
servaciones permiten concluir que la papila

dentaria embrionaria -
ta potencial odontoggquc%o,nes%%n ]65 c%.sﬁ E‘S‘:.n
eterdlo-

actuar sobre un epitelio ectdpico y

g0, induciendo diferenciacién dentaria.Bstos
resultados nos llevan a determinar la etapa
del desarrollo en que ésta pierde su poten -
cial inductor.

Proyecto B 2681-8822 D,T.I.
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GERMINACION DE SEMILLAS DE Lithrea caustica
(Anacardiaceae) CONSUMIDAS POR Dusicyon
griseus EN EL MATORRAL DE CHILE CENTRAL
(Germination of Lithrea caustica seeds
(Anacardiaceae) consumed by Dusicyon griseus
in the central Chilean matorral.) Ledn, P.M.,
Arroyo, M., Kalin, M.T. Lab. Sist. y Ecol.
Vegetal, Fac. de Ciencias Univ. de Chile.

La dieta de Dusicyon grlseus en el matorral
de Chile Central, esta constituida
principalmente por roedores, sin embargo
entre primavera y otofio consume gran cantidad
de frutos. Lithrea caustica es una de las
especies vegetales mds comunes del matorral
de Chile y D.griseus podria ser un importante
agente dispersante de sus semillas. En este
trabajo analizamos el efecto gque tendria el
paso de los frutos por el tubo digestivo de
D.griseus, sobre la capacidad germinativa de
las semillas.

En febrero de 1989 se colectaron fecas
frescas de D.griseus en el Parque Nacional
Rio Clarillo.Se determinaron y cuantificaron
los tipos de semillas presentes en las fecas.
En. laboratorio, se compard la capacidad de
germinacién de semillas de frutos obtenidas
de las fecas, con semillas de frutos maduros
colectados de 8rboles en la misma é&poca. En
las fecas se encontraron principalmente frutos
de Lithrea caustica, y en menor cantidad
frutos de Cryptocarya alba y semillas de
Aristotelia chilensis. Los porcentajes de
germinacidn de semillas de litre obtenidas de
fecas de D.griseus fueron menores gque los
obtenidos de semillas colectadas del arbol.

El menor porcentaje de germinacidn de las
semillas de frutos consumidos por D.griseus,
podria ser compensado por la gran cantidad de
semillas que transporta en el estémago y
grandes distancias que se desplaza.fFJ.88-1177

CAMBIOS DEL. PATRON DE CONDENSACION DE LA CROMATINA
PROVOCADO POR NUCLEOTIDOS QUE INDUCEN HIPOMETILACION
DEL. DNA. (Chromatin condensation changes provoqued
by nucleotides that induce DNA hipomethylation).

h n Dpto. Biol. Cel.
y Gen. Fac. Medicina U. de Chile.

El inicio de la mitosis se evidencia citolé-
gicamente por un incremento importante de la conden-
saciéon de la cromatina. En trabajos previos, hemos
comprobado en células meristemdticas de raices de

. que la adsinistracién de 5-AzaC
(ribonucledtido andlogo de la citidina) durante el
periodo 8, inhibe la condensacién de los cromosomas
en la mitosis.

En el presente trabajo, se investiga si esta
inhibicién de la condensacidén es inducida sélo por
nucledtidos que provocan hipometilacion del DNA. Con
este fin, se estudia el efecto jn vivg de S5-AzaC,
S5d-AzaC y Brdurd, sobre la condensacién de los
cromosomas durante la ana y telofase. Ademis, se
correlacionan estos cambios con variaciones en la
incorporacién de grupos metilo H3I al DNA. Los
resultados muestran que tratamientos con %-AzaC y
Sd-AzaC provocan luego de & horas un incremento
transciente en la frecuencia de células en anay
telofase que presentan una condensacién alterada de
sus Cromosomas, alcanzandose un méximo a las 24 hrs.
Para  posteriormente disminuir a las 346 hrs de
tratamiento a una frecuencia similar al control. En
cambio,tratamientos con Brdird no alteran el patrén
de condensacién ‘de los cromosomas. Las células
tratadas con 5~AzaC y Sd-AzaC pressntan una menor
incaorporacién de grupos metilo en el DNA satélite.
Estos resultados sugieren que la condensacién de la
cromatina estaria de alguna manera correlacionada con
un cambio en el grado de metilacidén del DNA.

Proyecto FONDECYT 89/812.

R 272 COMUNICACIONES

PREVENCION DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS TRANSFUSIONAL ME-
DIANTE COMPUESTOS FENOL 1COS ANTIOXIDANTES. (Prevention
of transfusion-induced Chagas' disease by antioxidant
phenolic compounds). Letelier M.E., Rodrfguez E., Lorca
M. and Morello A. Facultad de Medicina, Universidad de
Chile, Casilla 70086 - Santiago 7.

Miles de personas contraen anualmente la enfermedad de
Chagas por contaminacién transfusional. El Cristal Vio-
leta puede eliminar los par&sitos'de la sangre almacena-
da en aproximadamente 24 horas. Desafortunadamente su
uso es resistido por pacientes y médicos debido a que tji
fie los tejidos de los pacientes transfundidos.
Recientemente, nosotros hemos demostrado que varios an-
tioxidantes fen6licos que se usan como aditivos de ali-
mentos de consumo humano inhiben la respiracién y el cre
cimiento de cultivos de T. cruzi.

En este trabajo se estudi6 el efecto de 13 antioxidantes,
la mayorfa de ellos aditivos de alimentos, contra epimas
tigotes de cultivo y formas metacfclicas. Se realizaron
pruebas de hemSlisis y se comparS su grado de toxicidad
mediante observaciones microsc6picas y la inhibici6n de
la respiracién. Estos estudios mostraron al BHT (2,6-
di-terbutil-p-cresol) como la droga mas efectiva que no
producia hem6lisis, Por ello, sangre humana contamina-
da experimentalmente con 2000 tripomastigotes/m! se tra-
té con varias concentraciones de BHT y se mantuvo duran-
te 24 horas a 4° C. La esterilizacion de la sangre se
comprobé , |noculando las muestras a ratones Balb/C. BHT
esterilizé la sangre desde la concentracién 5 x 1073 M.
Ninguno de los ratones inoculados hizo parasitemia(micro
hematocrito) y sus pruebas serolégicas de inmunofluores=
cencia indirecta e inmunoperoxidasa fueron negativas.
Estos estudios podrfan ser la base para disponer de dro-
9as capaces de esterilizar sangre contaminada con T.cru-
2i.

Financiado por FONDECYT-Chile, OFEA y DTI-1854, Universi~
dad de Chile.

ROL DE PORINAS EN LA PERMEABILIDAD A ANTIBIOTICOS $-LACTAMICOS EN LA
MOBAWA EXTERNA DE £. COLI. (Role of the porins on the p-lactas
antihiotics permsability of the E. coli outer mesbrane). Llira, P.,
ieiva, 3., Cotords, M. y A, Unidad de Nicrobiologia y
Gendtica Molecular. Pontifuu Universidad Catélica de Chile, Casilla
114-D. Santiago. Chile.

En bacterias gram negativas, se ha descrito la presencia de
diversas proteinas en s meabrana externa. Entre éstas, estin las
porinas, proteinas gque forman poros, que peraiten la libre difusién
de substancias hidrofilicas entre el espacio peripliseico y el extra
celular. Estos poros persiten el paso de substancias de peso
molecular mixino de 600 Da. Se ha descrito que las porinas son puntos
de entrada para ciertos fagos y colicinas respectivasente, adesds,
los antibioticos #-lactémicos peeden pasar por los poros.

En E. coli, sa han descrito dos porinas, OmpC y OspF, con pesos
soleculares de 34 y 35 kDa. respectivasente. Los genes de estas
proteinas han sido clonados, y de su secwencia aminoacidica, se ha
establecido una imsportante hosologia entre ellas.

Otros autores ban descrito el uso de carbenicilina, un
antibidtico f#-lactdmico tipico, como agente selector para aislar
sutantes del gen ompF en E. coli, que no expresan la proteina y que
son resistentes a este antibistico. Este hecho ha permitido
relacionar la entrada de estos antibidticos con las porimas.

Con el fin de demostrar clarasente esto, se ha escogido una cepa
resitente a carbenilina, que no expresa OmpF, pero que permite su
expresién al ser transformada con un pldsmido que contenga el gen
oapF.

Para la cepa £. coli WIWR, con alta resistencia al antibiético
P-lactimico carbenicilina (ads de BOO pg/al) y a otros #-lactimicos,
se ha deterainado que expresa solasente OwpC. Al transforsar esta
cepa con el gen ompF de E. coli, se observa una brusca caida en la
resistencia a carbenicilina (a 50 pg/el), lo que ocurre en forma
similar para otros B-lactdmicos. Al transformar esta cepa con los
genes ospC, o phok de £. coli, o con el gen oapl de 5. typhi, no se
observa un cashio en la alta resistencia a carbenicilina u otros
antibiéticos B-lactdsicos ensayados.

Con estos resultados, se pusde postular, que en la cepa £. coli
W7NR, la porina OmpF es la via de entrada para los antibiéticos 8-
lactdaicos.

Financiado por Proyecto FONDECYT 2026/87.



COMUNICACIONES

POLIMORFISMO GENETICO DE ACETILACION DE ISONIAZIDA EN PA
CIENTES TUBERCULOSOS CHILENOS. Ligueros, M.,Cruz-Coke,
R., Neira, S., Saavedra, C., Kramer, V., Pr1eto, Juan C,
Gelman M., Saavedra, A,, Pescio, S. Departamento de
Farmacologia, Facultad de Medicina, Universidad de Chile

El progreso de la medicina ha logrado reducir la preva
lencia de la tuberculosis pulmonar a tasas bajas, concen
trandose los pacientes en los niveles econdmico sociales
inferiores de la poblacién chilena. Hemos estudiado el
polimorfismo genético de acetilacién de la isoniazida en
47 pacientes con tuberculosis pulmonar tratados con el
esquema TA 81 (4 drogas) en el Hospital San José, de San
tiago, que iniciaron tratamiento entre Agosto de 1987 y
Diciembre de 1988. Todos los casos fueron controlados y
no se reportaron fallecimientos. Se determind los indi-
ces de inactivacién de la asoniazida mediante muestras
de orina obtenidas tras la administracién de 10 mg/kg de
isoniazida. Se encontré 18 pacientes acetiladores len-
tos y 29 acetiladores répidos. La frecuencia del gen mu
tante lento fue estimada en g= 0.612, cifra intermedia en
tre las frecuencias de aborigenes americanos (0.460) y
europeos occidentales {0.730). La distribucién de los
dos genotipos, lentos y ré&pidos en relacién al sexo, gru
po sanguineo ABO, ancestro, apellidos, nivel econémico
social, desnutricién, alcoholismo y tabaquismo fue simi-
lar, no existiendo asociacién significativa entre estos
factores. El grado de hibridizacién étnica de esta moes
tra es de 55% de genes europeos y 45% de genes amerin-
dios, lo qgue concuerda con el bajo nivel econdmico so-
cial, asociado a una estratificacién étnica en los pa-
cientes tuberculosos chilenos.

ANTIGENOS HLA B40Cw3 EN INDIVIDUOS SERQOPOSITI-
VOS Y SERONEGATIVOS PARA ENFERMEDAD DE CHAGAS.
(HLA B40Cw3 antigens in Chagas serologfcally po
sitive and negative 1nd1v1duals) Llo E
Rothhammer,F., Acufia M.y Apt,W. Depto. Eiolog(a
CeTuTar y ﬁenética y 5epto. Medicina Experimen-
tal, Fac. Medicina, Universidad de Chile.

Trabajos previos han demostrado que existe
una mayor frecuencia de los antfgenos HLA B4O
Cw3 en individuos no cardiomidpatas en relacién
a cardiomifpatas chagfsicos.

E1 presente estudio tiene por objeto realizar
un an&lisis comparativo de frecuencias de los
antfigenos HLA antes seflalados, en una muestra
mayor y en individuos seronegativos. Para esto
se estudiaron 144 individuos seropositivos (67
cardiomiépatas y 77 no cardiomibpatas) y 94 in-
dividuos seronegativos({32 cardiomifpatas y 62
no cardiomifpatas),residentes de la I y IV re-
gidn.

Los resultados revelaron diferencias signifi-
cativas entre cardiomiépatas y no cardiomiépa-
tas chagésicos para la combinacibn de antfgenos
HLA B40Cw3. Esta combinacibn se encuentra ausen

te entre los cardiomidpatas y alcanza un 15% en

tre los no cardiomiépatas. En los individuos se

ronegativos no se encontraron diferencias signi

ficativas entre cardiomifpatas y no cardiomié-
patas.

E1 riesgo relativo (RR) de los individuos se
ropositivos de desarrollar cardiomiopatfa cha-
gfsica,en ausencia de la combinacién HLA B40
Cw3 fué de 25.76 (p=0.002).Los resultados obte
nidos corroboran la hipétesis de que la combi-
nacién de antfqenos HLA B40Cw3 estd relaciona-
da con una menor susceptibilidad de desarrollar
cardiomiopatfa chagfsica en pacientes chilenos.

4 1/86 FONDECYT;UNDP/WORLD/BANK/WHQ s e-
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EVAUJACION DE 1A CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS
HORMONAS TTROIDEAS Y DEL PROPILTIOURACILO (PTU) EN
SISTEMAS BIOLOGICOS. (Evaluation of the antioxidant
capacity of thyroid hormones and PIU in biological
systems). Lissi, E.A., Faume, M. Videla, L.A.

Depto. de ica, Fac, de Ciencia, Universidad de
Santiago de Chile y Unidad de Bioquimica, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile.

El efecto calorigénico de las hormonas tiroideas
aumenta, en el estado hipertiroideo, el estres oxidati-
vo del higado. Este fenfmeno estarfa mediado por un
azmtodelaonpumdadoxxdﬂtwadelosmms
hepfticos y por una disminucién de las defensas antioxi-
dantes. En estas condiciones T3 y Ty, podrian ejercer,
dadas sus estructuras fenSlicas, una accién anticxidan-
te directa, En el presente trabajo se evalfia la capaci-
dad antioxidante de T3 y Ty y de la droga anti-tiroidea
PIU, en tres sistemas modezos que difieren substancial-
mente en 1os procesos que inician la lipoperoxidacién:
a) la autoxidacién de homogenizado de cerebro de rata;
b) la oxidacién de membranas de eritrocitos iniciada
por radicales perdxido derivados del azo-bis-amidino-
xopano, y ¢) la oxidacién de membranas de eritrocitos
inducida por radiacidn gamma. En los tres sistemas
estudiados, T3 y T, no mostraron efectos significativos
a comcentracaonns ?131016510:3 Sin embargo, ambos
compuestos son capaces de actuar como efectivos anti-

citos a concentraciones del orden de 100 uM. Su efecto
en el homogenizado de serebro sSlo se evidencia a
umxxnnracuuns mllnmﬂares
entos : Este to ha sido financiado por
ndecyt 987/89 y DICYT.

DINAMICA DE DESENSAMELE IN VITRO DE MICROTUBULOS ENDO-
GENOS Y RECONSTITUIDOS( In vitro depolymerization
dynamics of endogenous and reconstituted microtubules)
Lipez L.,Berdn W.,Bertini ¥, IHEM-CONICET.Fac.Cs.Médi-
cas, Univ.Nacional de Cuyo. Mendoza, Argentina.

Recientemente hemos desarrollado un método que
permite estudiar las caracteristicas de desensanble de
microtibulos endogenos (MTE) de cerebro de rata, que
consiste en estabilizar los MTE con glicerol, sedimen—
tarlos y luego resuspenderlos en un medio desestablili-
zante deficiente en glicerol.los microtdbulos recons—
tituidos (MTR) fueron procesados en forma similar-a
los MTE.

En este trabajo, comparamos las caracteristicas
de desensamble entre MIE y MIR por dos metodos : bio-
quimico y morfométrico.

Los resultados muiestran que los MIE son mis re—
sistentes que los ensamblados in vitro ya que: 1- se
despolimerizan mis rapidamente, 2- el porcentaje de
microtibulos remanentes después de la despolimeriza—
cidn, es significativamente mayor en los primeros.Ade—
mas, arbos sistemas de microtibulos se comportan en
forma similar en cuanto a que sus microtibulos se des—
polimerizan con una dindmica de tipo todo o mada,0 sea
permanecen inalterados o desaparecen totalmente.

Estos resultados, sugieren que los MIR perde-
rian algin factor que intervendria en su estabiliza-
cién, presente en los MIE.
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PROPIEDADES DE ABSORCION ESPECTRAL [E 1A 1LUZ EN
ECOSISTEMAS ACUATICOS. (Spectral 1light absorption
propertiss of natural waters). Lgvengreen, Ch. Instituto
de Fisica, Facultad de Ciencias, Universidad Austral de
Chile. (Patrocinio: F. Ojeda).

La penetracifn de la luz en ecosistemas acudticos es
afectada por los procesos de absorcién y dispexsi&n que
tienen lugar dentro del agua. Ambos pr
debido al agua propiamente tal, a part{culas suspendidas
y a sustancias disueltas en ella. Estas componentes
determinan las propiedades Spticas inherentes de las
wasas ds agua.

Para obtener informacitn respecto de estas propiedades
del rfo Calle-Calle y del lago Villarrica, se midid con
un espectrofotémetro sumergible la relacidn entre la
irradiancia descendente a la profundidad z, Ed(z,A}), ¥
aquella medida inmediatamente bajo la superficie ,
Ed(0,\} , en diez bandas estrechas de longitudes de onda
(=15nm) distribuidas homogeneamente en el rango de luz
fotosintéticamente activa (400-700nm). Paralelamente se
determinaron en un espectrofotémetro los coeficientes de
absorcién de cada uno de los componentes (particulado
©>45um y gilvin) en funcién de A a partir de muestras de
agua extraidas durante la medicién in situ.

Los espectros de transmisién calculados a partir de los
coeficientes de absorcifn total se comparan con 1los
correspondientes obtenidos in situ observandose una
buena correlacidn entre los espectros mencionados para
el rfo Calle-Calle. Para las aguas del lago Villarrica
concuerda la distribucifn espectral, sin embargo las
mediciones in situ entregan un porcentaje de sobreviven—
cia de luz siempre mayor a aquel que se calcula. Esto
indica que existen cuerpos de agua para los que la irra-
diaucia ascendente es despreciable (rio Calle-Calle) y
otros en los que aparentemente es necesario la considera
cién de este parSmetrc para la descripcidn detallada de’
las propiedades Spticas del mismo (lago Villarrical.

MODIFICACIONES EN EL CRECIMIENTO Y DIFERENCIACION
DE GONADAS FETALES DE HAMSTER DORADO IMPLANTADAS
EN MACHOS ADULTOS EN DIFERENTES CONDICIONES
EXPERIMENTALES. (Modifications of the grawth and
differentiation of hamster fetal gonads grafted in adult males
in ditfsrent experimental conditions), Arrau J.,
Bustos-Obregtn E. y Cabello R.. Depto. Biol. Cel. y Genét.,
Fac. Med., U. de Chile; Cat. Biol. Reprod. y Desarr., Fac. Med.,
U. de Valparalso y U. Metropolitana, Santiago.

En el presents trabajo se realizd un andlisis
citomorfolégico ds ovarios y testiculos fetales (14-15 dias
post coito) de hamater dorados, implantados por 30 y 35 dlas
bajo cipsula renal o bajo albuginea de machos adultos
normales, castrados, hemicastrados, criptorquidicos y
hemicriptorquidicos. Tambien se realizt la determinacion de los
niveles circulantes de FSH y testosterona.

Los resultados mostraron que cuando testiculos u ovarlos
fetales se implantan bajo albuginea de testiculos adultos
normales ocurre una inhibicion total de crecimiento y
diferenciacion de la gonada. Sin embargo cuando el transplante
se realiza bajo albuginea de testiculo criptorquidico
experimental, la inhibicitn es inversamente proporcional al
dafio en la linea germinal del testiculo receptor. Lo cual hizo
sospechar la presencia de un factor testicular con efecto local
inhibitorio sobre la gonada fetal, el cual estarla ausente o
disminuido en el testiculo receptor criptorquidico, favoreciendo
el desarrollo del transplante.

Cuando el transplante se realiza bajo cApsula renal de
adultos normales, castrados y hemlcastrados hay un mejor
desarrollo de las gonadas, encontrandose en los testiculos,
tbulos seminiferos con la linea germinal desarrollada hasta
espermdtidas elongadas. Pero es frecuente encontrar
espermatidas andmalas. En los ovarlos el desarrollo es similar
al de individuos normales, encontrandose hasta foliculos de De
Gratf.

DIT: B 2685-8822 y Proyecto de Investigacion 14/89 U,
Valparaiso.

N

MODULACION DE LA ACTIVIDAD DE PROTEINA KINASA C IN
VITRO POR ACIL-COBNZIMOS A Y ACIL-CARNITINAS.

(Modulation of in vitro protein kinase C activity by
acyl-coenzymes A and acyl-carnitines). Loyola,G.,
Hidalgo,P., Meggano, D., Fac. Cien.
Biol. y Fac. de Medicms. P. U. Catdlica de Chile,

La actividad de la proteina kinasa C (pkC: kinasa
dependiente de fosfolipidos y calcio) purificada de
cerebro y de higado de rata es potenciada por acil-~
coenzimos A (Acil-CoAs) de cadena larga (BBRC,152:987-
992, 1988). El mecanismo de esta activacidon parece
explicarse por un aumento de la afinidad de la pkC por
foafolipidos. Bajo las mismas condiciones experimenta-
les, las acil-carnitinas, moleculas que en la célula
se encuentran en equilibrio con los acil-CoAs a través
de las carnitina acil-CoA tranferasas, inhiben a la
enzima, disminuyendo su afinidad por fosfolipidos. Por
otra parte, la adicién de palmitoil-carnitina a pla-
quetas estimuladas con trombina o ésteres de forbdl
resulta en una inhibicidn de la fosforilacién de una
proteina de 47 kD, reconocida como sustrato de la pkC.
Utilizando pkC purificada de cerebro de rata, se
estudid la actividad de la enzima en presencia de
ooncentraciones y razones fisioldgicas de palmitoil-
CoA y de palmitoil-carnitina. Los resultados muestran
que la activacidn por acil-CoAs puede ser parcialmente
revertida por la presencia de palmitoil-carnitina. A
razon constante, y bajas concentraciones de ambos
efectores predomina el efecto activador de acil-CoAs,
mientras que a la missa razdn y concentraciones mayo-
res de ambos efectores predomina el efecto inhibitorio
de la palmitoil-carnitina. Dado que las concentracio-
nes a las cuales existen los mayores cambics de acti-
vidad estan precisamente en el rango fisioldgico,
nuestros resultados sugieren que in vivo la actividad
de la pkC podria estar determinada en parte por las
razones y ooncentraciones de acil-CoAs y acil-
carnitinas celulares. (Financiado por Fondecyt 390/88)

GLUTATION PULMONAR Y HEPATICO EN DOS MODELOS EXPERIMENTA
LES DE INJURIA PULMONAR. (Pulmonary and hepatic glutathio
ne in two experimental models of lung injury). Maldonado,
M., Borzone, G., Klaassen, R. Departamentos de Ciencias
Fisioldgicas y Anatomia PatolSgica, Universidad de Con -
cepcidén (Patrocinio: E. Vivaldi).

La vitamina E modera la evolucién de las lesiones pul-
monares inducidas por silice en ratas y hemos demostrado
que los oxidantes derivados del Oxigeno podrian tener im
portancia en la patogenia de la silicosis experimental.
Para bleomicina, se postula un dafio oxidativo pulmonar,
dado que la toxicidad es > al asociarla con oxigenotera-
pia y/o radioterapia. Con el fin de evaluar la importan
cia de los oxidantes en el procesc inflamatorio pulmonar
inducido en ratas por silice y por bleomicina, se midid,
tanto en higado como en pulmén, la concentracién de glu-
tatién reducido. A dos grupos de ratas administramos ya
sea cristales de sflice o 1.5 U/Kg de bleomicina por via
intratraqueal. En el grupo con silice obtuvimos una
reaccién inflamatoria pulmonar con predominio de PMN evi
dente a las 24 hrs., mixima al 3T y 4%0 dfa, y con pre-
dominio de mononucleares y granulomas al 8° dia. En el
grupo con bleomicina la reaccién inflamatoria es leve a
las 24 hrs., de intensidad creciente hasta el 8° dfa, y
a base de polimorfonucleares, con destruccién de la ar-
quitectura alveolar. El contenido de grupos SH libre
&n trozos de hfgado y pulmén se mididé a las 24 hrs. post
sflice y 1,4 y 8 dias post bleomicina. No se encontrd
variacién en los niveles de glutatién hepitico en ningu-
no de los dos modelos. El glutatién pulmonar 24 hrs.
post silice fue inferior en un 22% con respecto al del
grupo control. E1 glutatidn pulmonar en bleomicina tam-
bién fue inferior al del grupo control pero sdlo los va-
lores a los 8 dfas fueron estadisticamente significativos

Concluimcs que a)ni sflice ni bleomicina modifican el
glutatidn hep&tico, b)la caida precoz del glutatién pulmo
nar en ratas con silice apoya la participacién de oxidan-
tes y c) lacafda del glutatidn pulmonar con bleomicina es
tardiay no guarda relacidn con alteraciones histoldgicas.

Proyecto FONDECYT 89-695
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APIRASA Y REGULACION DE SU ACTIVIDAD DURANTE
EL DESARROLLO DEL TUBERCULO DE §. tuberosum,
(Apyrase and activity regulation™ during deve-
lopment of S. tuberosum tuber). Hapngilla, M.
pDel Villar, M, y Traverso-Cori, A. Depto. Bio
quimica y Biologfa Molecular. Fac. Cs. Quimi=
cas y Farmacéuticas. Universidad de Chile.

La apirasa o ATP-difosfohidrolasa es una en
zima ampliamente distribufda tanto en tejidos
vegetales, animales como en bacterias., Sin em.
bargo, no se ha logrado demostrar su funci8n
fisiolbgica, excepto en algunos tejidos anima
les e insectos succionadores de sangre.

El objetivo de este trabajo es estudiar los
cambios de niveles de actividad apirSsica du
rante el desarrollo del tub&rculo para propo=
ner una posible funcibn en este perfodo., Se
observé una alta actividad ATP&8sica-ADP&sica
en el perlodo inicial de la tuberizacibn (49
dfas) la cual disminuyb en un 70% a los 57
dfas de desarrollo para volver a aumentar a
proximadamente a los 100 dfas. =

Se cuantific$ la cantidad de apirasa en los
extractos de papa mediante "inmunodot"™ y tam
bi&n se determin® la presencia de la protefna
moduladora con el fin de aclarar si este au-
mento se debfa a cambios en la masa y/o ac-
cifn de la proteifna moduladora. Se establecib
que durante el perfodo inicial hay un gran au
mento en la masa de apirasa en presencia de™
la protefna activadora. A los 100 dfas el au
mento observado es aparentemente la accibn Jde
la protefna activadora ya que el aumento de
masa, en este perfodo, es posterior al aumen-
to de actividad. Electroforesis en geles de
poliacrilamida en presencia de SDS corroboran
los camhios de patrones proteicos durante el
desarrollo. Se presentan adem8s algqunas carac-
terfsticas de la protefna activadora.

PRESENCIA EN PLACENTA BOVINA DE UNA PROTEINA SIMILAR A
HORMONA UTEROTROFICA PLACENTARIA HUMANA. (Presence in
bovine placenta of a protein like human Uterotrophic
Placental Hormone). Maragafio, M., Beas, F., Boric, M.A
Ifiiguez, G. y Mufioz, B, Instituto de Investigaciones Ma-
terno Infantil, (IDIMI). Facultad Medicina; Dpto. Cs. Bio
16gicas Animales, Fac. Cs. Veterinarias y Pecuarias: Dpto
Produccidn An1mal Fac. Cs. Agrarias y Forestales. Uni -
versidad de Chile. Proyecto FONDECYT 0183.

La Hormona Uterotrdfica Placentaria (UTPH) es una protel
na con caracteristicas fisico-quimicas y biol&gicas pro-
pias, obtenida de placentas humanas de t&rmino (Beas y
col. 1969).

Las acciones bioldgicas descritas para UTPH son: en ite—
ro: ejerce una accifn uterotrSfica;- en glindula mama -
ria: inhibe el efecto producido por estrdgeno y proges—
terona;- en embridn preimplatacional: favorece su desa-
rrollo, diferenciacifn e implantacién.

Los niveles plasmiticos de UTPH en mujeres embarazadas
presentan un valor miximo en los primeros dfas de gesta-
cidn.

El objetivo del presente trabajo es demostrar, en bovi-
nos, la presencia de una proteina similar a UTPH humana
la cual podria permitir establecer un método de diagn6s-
tico precoz de gestacidén en esta especie, mediante la
medicidn de sus niveles circulantes.

Se procesaron placentas bovinas de término segiin la me-
todologia empleada para UTPH humana, obteniéndose una
fraccidn proteica que es excluida del G-75 y que al ser
inyectada i.p. en ratonas prepiiberes Balb-c presenta

una accién uterotrdfica; ademis reacciona inmunolSgica-
mente frente al antisuero UTPH humana con una banda {ini-
ca de precipitacifén (inmunodifusifn doble).

Con esta fraccidn proteica bovina se inmuniz§ un conejo
neozelandés obteniendose un antisuero que reconoce a
UTPH humana y a la fraccidn proteica bovina.

Estos resultados permiten concluir que en la placenta
del bovino existe una proteina similar a Hormona Utero-
tr6fica Placentaria (UTPH) humana.
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RECEPTORES DE EGF (R-EGF) EN CELULAS ZIMOGENAS
GASTRICAS DE LA RATA' Y EFECTOS DEL EGF SOBRE SU
DIFERENCIACION POST-NATAL (EGF roceptors in rat

zymogenic celis and effects of EGF on their post-

. P.U.C.

El factor de crecimiento epidérmico (EGF) inhibe 1a
secrecién de 4cido y de pepsinégeno y ejerce una accién
tréfica sobre fa mucosa géstrica que ha sido analizada séio
on sus parimetros generales de crecimiento tisular. Datos
prevics, de nuestro laboratorio y de otroe investigadores,
sugieren la presencia de R-EGF en células parietales. En
este trabajo se muestra mediante inmuno-precipitacién
que estos receptores también se expresarian en células

zimégenas ghstricas, disgregadas enziméticamente de
estomago de rata, aisladas en gradientes de Percoll y
marcadas metabdlicamente con 35S-metionina.

Ademis se estudiaron los efectos de 1a
administracién intraperitoneal de EGF (05 ug/gr de
peso/dia) a ratas entre los 10-15 dfas post-natales, sobre
la diferenciacién glandular en la curvatura mayor del

cuerpo géstrico. EI marcador de oélulas zimégenas
{(pepsinégeno) experimenta un incremento significativo
por efecto del EGF, en cambio los marcadores de células
parietates (K-NPPasa insensible a ouabaina y citocromo
oxidasa) aumentan en forma menos marcada. Los
resultados sugieren que ef EGF promover
preferencialmente 1a differenciacién de las células
zimégenas y que su receptor estaria ya presente en las
correspondientes células precursoras en esta etapa det
desarrollo. (Financiado por FONDECYT #0249-88)

RELACION ENTRE LA COMPOSICION BIOQUIMICA Y FASES SEXUA
LES EN Calyptraea (Trochita) trochiformis. (Relationship
between biochemical composition and sexual phases). Mar
tinez, G. y Mettifogo, L. Depto. Biologia Marina, Univer
sidad del Norte, Sede Coquimbo, Casilla 177 Coquimbo.

La "chocha", Calyptraea (Trochita) trochiformis es
un molusco gastrdpodo perteneciente a la familia Calyp-
traeidae que se encuentra en Bahia La Herradura. Se co
noce que es una especie hermafrodita proténdrica que ex
perimenta inversidn sexual irreversible desde una fase-
masculina funcional a otra femenina. El objetivo de es
te trabajo es analizar la composicidn bioquimica de es-
tos organismos en diferentes etapas de su vida sexual.

Las especies se obtienen desde la Bahia de Guaya--
cén, y secan con estufa a peso constante a 70° C. Pro-
teinas se determinan por Lowry, carbohidratos por
Dubois, 1ipidos con vainillina luego de extraccién con-
cloroformo-metanol y cenizas por ignicifn en mufla a---
500°C.

El andlisis bioquimico de pie, gldndula digestiva-
y gonada en diferentes fases sexuales muestra que, inde
pendiente de &stas, no cambia el contenido de materia—-
orgénica, humedad, proteinas ni 1fpidos en pie y gléndu
la digestiva mientras que carbohidratos presenta un va-
lor mis alto en hembras con ovipostura y un minimo en--
machos..

El tejido que presenta las mayores variaciones es
gonada, alin en cenizas, observandose que el contenido
de €stos disminuye tanto con el avance sexual que las
hembras con ovipostura llegan a tener la mitad de los
machos. A su vez, los lipidos y proteinas tienen los
valores maximos en dichas hembras mientras que los ma
chos presentan las concentraciones mas altas de carbohl
dratos. En forma global, se encontrd una correlacitn
negativa entre carbohidratos y proteinas y positiva en-
tre 1lipidos y proteinas.

Los resultados se relacionan con la actividad reprc
ductiva y se comparan con los obtenidos en otros gastro
podos.
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SONDAS DE DNA ESPRCIFICAS PARA LA IDENTIFICACION DE LA
ENFERMEDAD BACTERIANA DEL RIRON EN ESPECIES
SALMONIDEAS. (Specific DNA probes for the
identification of bacterial kidney disease in salmonid
species). Etchegaray,

R. * Inst. de Bioquimica, Fac. de
Ciencias, *Unidad Ictiopatologia, Fac. Ciencias Vet.
Universidad Austral de Chile, Valdivia.

La enfermedad bacteriana del rifién (bacterial kidney
disease, BKD), es una de las principales patologias que
afecta a la familia Salmonidae. Su agente causal es el
diplococobacilo Gram positivo, Renibacterium
salmoninarum . Se ha demostrado que la ova del salmén
constituye el vector del microorganismo en la
transmisién vertical de 1la patologia. La elevada
mortalidad z’ las dificultades existentes para el
tratamiento del BKD, constituyen un serio peligro para
la actividad salmonicola, la cual ha experimentado un
espectacular crecimiento en nuestro pais en los tltimos
afios. A objeto de localizar la bacteria en el interior
de ovas de salmén a través de un sistema diagnéstico
preciso y sensible, hemos utilizado la tecnologia del
DNA recombinante. En nuestro laboratorio se inicié 1la
construccién de una biblioteca genémica de secuencias
Gnicas a partir de las cepas de R. salmoninarum,
aisladas de peces infectados. La construccién de esta
biblioteca implicé el clonamiento selectivo de
fragmentos de DNA presentes sélo en R.salmoninarum. El
método involucra la reasociacién competitiva de DNA del
patégeno digerido con la enzima de restriccién Sau 3A
acelerada por fenol en presencia de un gran exceso
(200 - veces) de fragmentos de DNA obtenidos por
sonicacién provenientes de 1las cepas bacterianas
relacionadas Aercmona salmonicida y Yersinia ruckezi.
El clonamiento wmolecular de los fragmentos reasociados
se realizé en el sitio Bam HI de los vectores puUCl9 y
pBR322. De los clones obtenidos, se est4& estudiando en
detalle 1los que contienen secuencias altamente
especificas del DNA cromosomal de Renibacterium
salmoninarum. Estas secuencias se wutilizaran como
genﬂ:alienta para el desarrollo de un kit diagnéstico
e BKD.

Financiado por Proyecto Fondecyt 0120/89.

MODIFICACION DE LOS EFECTOS CARDIACOS DE ANGIOTENSINA II
POR ATRIOPEPTINA Y CAPTOPRIL (Cardiac effects of angio -
tensin Il modified by atriopeptin III and captopril).
Martin, N.; Bardisa, L.; Chiang, L.; Romin, R. y Sénchez
P. Depto. Ciencias FlsloISglcas, Fac. Clenc1as Bioldgl -
cas y de Rec.Naturales, Universidad de Concepcién.

Los efectos de angiotensina II y del factor natriuréti
co auricular (atriopeptina III)} fueron estudiados en au=
ricula aislada y en corazén perfundido de rata (técnica
de Langendorff). Las aurfculas espontineamente latiendo
fueron disecadas y suspendidas en un bafio de 15 ml con
una soluci6n Ringer oxigenada y a 362C. Tanto la crono -
tropia como la amplitud de la contracci6n auricular y
del corazén se registraron mediante un transductor isoté
nico Harvard 356. La angiotensina II produjo un incremen
to de la amplitud de la contraccién tanto en las aurfcu-
las como en el corazén perfundido, en relaci6n a la do -
sis, mientras que la cronotropia no fue modificada. La
incubacibn previa con atriopeptina III, durante 10 min.
para las aurfculas o la administraci6n de este péptido
en el Ringer de perfusibn en el corazén, produjo un blo-
queo del incremento de amplitud 1nduc1do por la angioten
sina II en la primera, y un significativo efecto inhibi-
torio de la contraccién, en el corazén perfundido.

En animales previamente tratados con un inhibidor de
la convertasa (captopril, 25 mg/kg} los efectos de angio
tensina II, en aurfculas son modificados. La amplitud au
ricular decrece mientras la cronotropia aumenta. Estos
efectos estén acentuados en presencia de atriopeptina
III. Se discuten estas acciones comparativamente con no-
radrenalina e isoproterenol.

FONDECYT 89-524,
PROYECTO D.I., U. de C. 20-33-32.

COMUNICACIONES

EXPRESION DEL GEN ospl DE 5. typhi Y ESTUDIOS DE DESTIMACION DE LA PROTEIMA A LA
NENDRANA EXTERWA. (Expression of the 5. typhi ospl gene and outersesbrame

sorting stedies of the protein). n;iﬂn. [ Q!,mﬁ. A, i”n, Ly Pﬁ;l L
Unidad de Nicrobiologia y Genttica ecular. Facultad de Ctancias Biolégices.
Pontificia Universidad htmu de Chile, Casilla 114-D, Santiage. Chile.

La fiabre tifoidea os uma onfersedad endéaice en Chile y comstituye wn
isportante prodless de salué péblica. Es causads por Salsonella typhi, siendo el
hosbre su énico hospedero. Con ol objetivo de desarroller una vacum viva® mos
henos dedicado al estudio de las porinas de 1a seabrana exterma de 5. typhi, ya
:u s han encostrado titulos altos de anticuerpos contra ellas en pacientes con

iehre tifoldea an Fase aguds o convalesciente.

En una prisera etapa de este estulio ol gen de la porina OspC de §. tm for
clonsdo y secuenciado, encontrindose dos regiones diferentes entre
S, typhiy de E. coli que estar{sn en zomas expurstas de la Nnrﬂch
bacteriana. Resulta auy {nterssaste comstruir ainiproteimas conteniendo estas
secuencias y utilizarlas coso antigeno en 12 superficie de bacterias inocuas
coso £, colf para una potencial vacuns. No obstante, es isportante definir las
regiones de la proteins necesarias pars que dsta se exporte 3 1o sesbram
externa,

Pare iniciar wstos estudios se alteré o1 gen oepl, ressplazando parte de la
regién del piptido sefal por secuencias del vector de clonsmiento y resoviendo
parte del extreso carboxilo terainal. Con este fin se subclond el qen oepC y dos
derivados ads pequefios #n pUCIY y se estudié la expresién de fstos. Los
subclomes utilizados fuerom p!!Pu {con @] gen cospleto de owpl de 5. typhi,
incluyendo sus tres proactores y el gen #ich, pSTP2SY (con 13 reqidn
codificadars de ompl Falténdole la secuencis que codifica los 5 priseros
asinodcidos del piptido sedal), y pSTPK2 (con parte de la regién codificadera
dal qen, falténdole las regiomes correspondiestes 3 los 9 prisevos asincdcides y
los 109 ditisos aminodcidos del extreso carboxilo tersinall, Los dos priseros
clones expresan una proteins de 34 kDa de carscteristicas electroforéticas
idénticas a las de OapC de 5. typhi, en casbic, e subclon pSTP2K2 axpresa um
proteina incosplets de 30 kDa. Los subclones pSTP28X y pSTPX2 astin bajo el
control del prosotor lac de ptC19.

Se astudid la exportacidn de las proteinss recosbinantes & la sesbram
externa port deteccién de 1la proteina en prepiraciones de ssabram exterm,
infeccidn por o1 fago P221 y por aicroscopia electrénica de bacterias intactes,
tratadas con suero anti-porinas de S, typhi y proteins A-oro coloidal. Los
resyltados indican que 1a porina OepC de 8. typhi es exportada & la eesbrana
externa de E. coli adn cuando se ha modificado parte del péptido safal, pero
sélo un porcentaje de ella es exportads @ 1s sesbrana externs cusndo adesis
falta parte do la regidn carboxilo terminaly otra explicacidn factible es que
parte de la proteins se suelte de 1z aesbrana durante el aislasiente de sssbrana
axterna.

Financisdo por Proyecto FONDECYT 2026/87.

EFECTO DE ALGUNOS ACIDOS HIDROXAMICOS
CICLICOS SOBRE MITOCONDRIAS AISLADAS DE MAIZ
(Zga mays L.). (Effects of cyclic hydroxamic
acids on maize mitochondria). Massardo, F.,
Zuiigs, G.-€ v Qorcuera, L.J. Facultad de
Ciencia, Universidad de Santiago de Chile.
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

El DIMBOA es un acido hidroxamico abundante
en maiz y trigo y se detecta fundamentalmente
como g@lucésido (DIMBOA-Glc) en la célula
intacta. Al romperse la célula se produce la
hidroélisis enzimatica del glucésido generando
una aglicona téxica para bacterias, hongos,
insectos, cloroplastos de espinaca Yy
mitocondrias animales. Se desconoce, sin
embargo, el efecto de la aglicona y de su
glucédsido sobre las ceélulas de las gramineas
productoras de estos compuestos. Por esta
razon se estudid su accién sobre el consumo
de oxigeno de una suspension pura de
mitocondrias aisladas de células del
parénquima mesofilico de maiz. Se encontrd
que DIMBOA-Glc no alterd el transporte basal
ni el acoplado, mientras que 1la aglicona
DIMBOA mostré un IDee de 1-2 mM en ambos
casos. No hubo diferencias al usar NADH o
malato como sustrato. La concentraciéon de
dcidos hidroxamicos en las hojas de este
cultivar de maiz alcanza hasta B mmoles/kPF.
Por otra parte, el uso de desacoplantes no
afectd la inhibicién por DIMBOA. Se concluye

qQque este compuesto actia sobre 1la cadena
transportadora de electrones, aunque no se
descarta su posible acciétn sobre la ATPasa

ligada a la membrana.

Universidad de Chile DTI-B2950-8813
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EFECTO DEL AMP-CICLICO SOBRE LA ESTIMULACION POR PEPTI-
DOS OPIOIDES DE LA ACTIVIDAD CITOLITICA NK.

Cyclic-AMP effect on opioid peptide stimulation of the
NK cytolytic. activity. * iranda. D Pu J
Maturana, P., Gaggero, A.”, Mir , D. y Puente, J.
Departamento de §1oqufmica y Biologia Molecular, Facul-
tad de Ciencias Quimicas y Farmacuticas y *Departamen-
to de Microbiologia, Facultad de Medicina-Norte. Uni-
versidad de Chile.

La actividad citolitica natural, NK ('matural killer")
puede ser modulada por diferentes agentes endSgenos o
exfgenos. En nuestro laboratorio hemos estudiado la ac
ci6n estimiladora de esta actividad ejercida por los
péptidos opioides metionina-encefalina (ME) yﬁ-endorfi_
na (BE). En el presente trabajo se describe la inhibi-
cién por dibutiril-¢AMP (dib-cAMP) de la estimulacidn
mediada por ambos péptidos opioides.

La actividad NK se determind utilizando linfocitos
sanguineos periféricos de donantes normales como cé€lu-
las efectoras y células K-562 marcadas con 31Cr como c&
lulas blanco. Los linfocitos se pre-%ncuban por 1h
con ME 10-6 - 10-8 M, BE 10-10 - 10-12 M en presencia y
ausencia de dib-cAMP (10-5 - 10-3 M) efectudndose poste
riommente la determinacién de la citolisis.

El porcentaje de estimulacién de la lisis observada
en presencia de ME o BE, de 30-40% sobre el control,
fue significativamente inhibido por dib-cAMP (50-70% de
inhibicién) siendo el efecto dependiente de la concen-
tracién del nuclebtido ciclico. Se desconoce el meca-
nismo de accién de los péptidos opioides en el sistema
inmune; sin embargo, el efecto del cAMP se enmarca den-
tro de la accifn general inhibitoria de diversos proce-
sos de la respuesta inmune ejercida por este nucleftido
ciclico.

Proyecto Fondecyt 88-0874.

EFECTOS DE LOS CAMSIOS DE VOLUMEN PULMONAR POR COLAPSO Y REEXPANSION
SOBRE EL SURFACTANTE ALVEOLAR DEL CONEJO. (Effects of the changes
in lung. volume by collapse and reexpansion on rabbit's alveolar
surfactant). Mendoza, R., Oyarzin, M.J., Dussaubat, N., Llathrop,
M.E., y Quijada, D. Departamento de Ciencias Preclinicas, Divisian
Oriente, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

En estudios previos hemos demostrado que 6 dias de colapso
pulmonar por neumotdrax unilateral en conejos disminuye el surfac-
tante alveolar (SA), en tanto que la reexpansién del pulmdn colap-
sado al cabo de este periodo normaliza el contenido de SA.

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto del colapso y
de la reexpansidén pulmonar sobre el contenido total y la distri-
bucidn de las fracciones del SA en conejos con neumotdrax derecho,
mantenido durante 3 y 8 dias a fin de evaluar el curso temporal de
estas alteraciones.

Utilizamos conejos de 2.7 kg en promedio (n=32) anestesiados con
Ketamina y Acepromazina i.m. Se les sometid a neumotdrax inyectando
20 ml de N,/kg en la cavidad pleural derecha. Periddicamente se
repuso el N, raahsorbido. Al 3er u 80 dia el pulmdn se reexpandid
aplicando -100 mmMg 3 la cavidad pleural durante 2 h. Se practicd
lavado bronco-alveolar (LBA) por 5 veces con NaCl 0.9 % a CPT. Por
centrifugacidn diferencial del LBA se separd 4 fracciomes. Se
determind fosfolipidos (como indice de SA) y proteinas.

El SA en el LBA del pulmdn colapsado disminuyd en un 20 % al
cabo de 3 dias (p <0.001), lo cual no fue modificado por la reex-
pansidn. Al cabo de 8 dias de colapso o reexpansién no hubo varia-
cidn en el SA. Las proteinas del LBA aumentaron significativamente
sblo al cabo de 3 dias de reexpansidn.

Estos resultados nos permiten concluir que el colapso pulmonar
luego de 3 dias disminuye el SA y que la reexpansidén no normaliza
el SA a diferencia de lo que ocurre luego de 6 dias de colapso.
Luego de 8 dias de colapso pulmonar el SA recupera su nivel con-
trol, hecho que podria atribuirse al desarrollo de circulacidn
colateral.

Proyectos FONDECYT 0387 y 0.T.I. -~ M-2709 Universidad de Chile.

Wlium‘cm lw &;wglwlﬁmm#wmﬂm [ ) g:gnmcm ESTRUCTURAL  DE  PROTEOGLICANOS DE

" i . ribosoas] operon derived ILAGEN DE Sphyrna lewini. (Structural organizati

oligonuclentide probes for identificetion of Thiobecilli straims), % of ,roteoglycg,.i from the cartilage ofga"sphyrﬂ: ]
Unidad do Microbiologia y ica lewini).  Michelacci, Y.M. and Horton, D.S.P.Q. .

Y
Moleculer. Faculte Ciencies Mloldgices. P, Universided Catélica de Chile. FALLLE . !
Casills 114-D. Santiago, Chile, (Patrocinio: N Departaments —de Bioquimica, Escola Paulista de

Medicina, Sao Paulo, SP, Brasil. ]

Entre las bacterias quisiolitotréfices acidéfilas imvolucrades es liziviacién
bacteriana se ancuentran diferentes espacies dol género Thishacilles. %2 ha
planteade 1o alternativa de utilizar sicroorqanisscs eptisizades & travis &
senipulactin ica cono forsa de sejorar este procese. Pare poder evalewr la
accién de dichos eicroorganisscs se requerird o wa stteds eficieste y
uspecifico, que peraita wna fdentificacién répida, sencilla o inoquiveca. Con
este objetivo hesos inicisde la evaluscién de la «tilizacién de sendss < . :
oligomcleotidicss coso sétode de detecciin, higher hydrodynamic sizes than those obtained for

Las secuancias de rRMAS han sido asplisnente usades coss berrasiosts de mammalian hyaline cartilages. Several chondroitin
clasificacin filogendtica por su alto grado de comservacién. Sin esharge, estes sulfate (MW=43,000) and keratan sulfate (MW=18,000)
geres presentan zoms o las curles las secessciss macleetidicas varise  chains, 1in a ratio of 4:1, are attached to the same
notoriasente de una especie a otra. Por ejesplo, M side posible discrisiner protein core. Enzymatic and chemical 1 h
wntre espacies no relacionadas usando sondas derivades dal & 1S, Shown that the ymat jcal analyses have

Los datos de homologia de la vecuencia nucleotidica de un operén ridesosa) de hat the chondroitin sulfate is a hybrid polymer
T, ferrooxidans, reveiaron que wxisten tanas muy comservadas y otras deede 1a  CONtaining 90% Di6S and 10% Di4S and that the keratan
secuencia difiere notoriasente con regiomes equivalentes de otras bacteries. sulfateis more sulfated than the corneal keratan
Dasados en estos reseltados escogiscs tres  regiones del operin e sulfate. We were unable to show the presence of
T. ferrooxidans, que cosprenden: la regién espaciadora entre los genes de 148 y hyaluronic acid in the shark fin cartilage and the
:33 .;:m.:l:::l“:) Y“"l’: :m’imu":d:::: Es riM 1:“"“2-!":,'«“? shark cartilage proteoglycans appear to lack the

" pec . y 50 eacogié un  segaento 4 ability to form complexes with hyaluronic acid. These

108 extragénica coso posible sonda cepa especifica (seeda 4).

Para ta walusciin de astas mu:'n:hl to00 sondas de identificaciés se  U3T3 suggest that the proteoglycans in shark fin
sintetizaron cuatro oligonucieétidos, los cualss fuaron marcados radiactivesente  Cartilage present a structural organization which is
8 3u extrasos 53° o hibridados con cantidades equivalentes de DMA croscsomal de  different from that of mammalian cartilages.
dmnta:‘?o::u ’rmﬁn t“u'{ llunm de T. ferrooxidans incluyendo,
[ ) rentes Cepas de asta bacteris. Aid i

Se sacontrd que la sonda { era capaz de discrisimar entre las distintas (Rided by grants from FINEP, CNPq and FAPESP, Brasil). &
especies ensayades, hibridando sélo las cepas de 7. Ferrooxidens y uma copa de g
Leptospirillue ferrooxidans. Sin esbargo, les sondas 2y 3 no presentaron um ;
m::{cmd adecuada, Por otro lado, la sonds & {extragénica) results ser cepa
mpxcifica,

Se discute la utilizacidn préctici de algunas de estas sendas para
identificacin dacteriam,

Proyecto financiado por PNUD/ONUDI CHIBS/002 y PAUD/ONUDI/COBELCO CHIBB/003.

The majority of proteoglycans (84% of uronic acid)
were extracted from shark fin cartilage with 3 M
guanidine hydrochloride (GuHC1). Conventional methods
with either 4 M GuHC1 or 8 M urea extracted only 36%
and 12%, respectively. The proteoglycans have shown

shityen
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ACTIVIDAD DE LA PROTEINA QUINASA C MAMARIA EN LAS ETAPAS
DE PROLIFERACION, DIFERENCIACION Y REGRESION.*
ot C ac{xvity during proliferation,
Patrociny 2 A

Depto. Bioguimica y Biologla Nolecular= acu{tad de Cien-
cias Quimicas y Farmacéuticas-Universidad de Chile.

Al igual que en otros modelos bioldgicos, la accién
de las hormonas factores de crecimiento sobre
los procesos de difyerenciacién y proliferacién de 1la
%léndula mamaria, se realiza a través de distintos sis-
emas de transduccidn molecular. La activacién del siste
ma de¢ los polifosfoinositidos no s8blo conduce a un incre
mento de los niveles intracelulares de Cact* sino 2u€
también a una activacidn de la proteina quinasa C (PKC)
cuya actividad es dependiente de Ca2+ y fosfol{pidos.

El papel fisiolégico de la PKC en la gléndula mamaria
s6lo se ha estudiado indirectamente a través de la ac-
cién de los é&steres de forbol, potentes activadores
de la enzima. La actividad de ésta se ha correlacionado
en forma inversa con la diferenciacién del tejido mama-
rio.

En el presente trabajo hemos iniciado la caracteriza-
cién bioquimica-funcional de la PKC y el estudio de
su regulacién hormonal y asociacidén con los procesos
de proliferacidn, diferenciacién y regresidn en la glén-
dula mamaria. Nuestros resultados preliminares indican
que con el inicio de la gestacibén, la actividad de la
PKC mamaria se incrementa en un 90%, manteniéndose en
este nivel hasta la mediana prefiez. Sin embargo, a par-
tir de esta etapa, su actividad cae bruscamente hasta
el término de la prefiez, en que la actividad basal dis-
minuye en un 60% con respecto a la virginidad. Durante
la Jactancia se mantiene bajo el nivel de actividad,
la que alcanza un promedio de 70% en relacién -al estado
de viréinidad. Puesto que diversos trabajos han asociado
al Ca con la diferenciacién de la glindula mamaria,
nuestros resultados indicarian que cada v{a del sistema
de tranduccién, la de los polifosfoinositidos, cumpliria
una funcién diferente. En resumen, tanto de la accién
de la quinasa C y del AMP ciclico se asociarian con
la proliferacién celular, estableciéndose durante la
prefiez un modelo unidireccional de regulacién molecular.
(Trabajo dirigido por el Dr. M. Sapag-Hagar con la cola-
racibén de S. Lavandero ** y M®.P. Ocaranza)

* Financiado por proyectos FONDECYT 88-0872 y DTI -
Universidad de Chile B-2116-8844.
**  Becario Fundacién Andes.

POLI ADP-RIBOSILACION DE PROTEINAS HISTONICAS TIPO CS
DURANTE EL PRIMER CICLO DEL DESARROLLO EMBRIONARIO DE
Tetra s niger. (Poly ADP-ribosylation of cleavage sta
ge histones during the first cell cycle of Tetrapygus dz
ger development) Montecino, M., Puchi, M., Carrasco, L.,
Departamento de Biologia Molecular, Facultad de Ciencias
Bioldgicas y, Recursos Naturales, Universidad de Concep-
cidn. CHILE.

La poli ADP-ribosilacién constituye una modifica-
cién post-traduccional de proteinas, a la que se le ha
atribuido gran importancia en diversos eventos celulares.

Debido a su posible rol en la regulacién del grado
de relajacién y/o compactacién de la cromatina, se estu-
dié 1a presencia de esta modificacién en proteinas histd
nicas tipo CS (estados de segmentacién) recclectadas des
de cigotos de Tetrapygus niger en distintas etapas duran
te el primer ciclo del desarrollo embrionario.

La deteccidn de la modificacidn se realizd por
Western-blot con anticuerpos policlonales anti poli ADP-
ribosa obtenidos en conejo.

La eficacia y la especificidad del método de detec
cién se demostrd al no observarse reaccidn con las pro-
teinas luego que éstas fueron sometidas al tratamiento
con fosfodiesterasa de veneno de serpiente, la cual eli-
mina los polimeros de poli ADP-ribosa presentes en las
praoteinas.

Los resultados observados revelan una dependencia
del ciclo celular en la poli ADP-ribosilacién de la ma-
yoria de las proteinas CS, disminuyendo notoriamente du-
rante la mitosis.

Financiado por Proyecto FONDECYT 0789/88, Proyectos
20.31.11 y 20.31.17 de la Direccifn de Investigacidn de
la Universidad de Concepcidn.
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EFECTOS DEL ACEITE DE ROSA MOSQUETA EN LA FLUIDEZ
¥ ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE MEMBRANAS DE
HEPATOCITOS Y DE ERITROCITOS EN RATAS Y SUS
RESPUESTAS A ETINILESTRADIOL. (Rose hip oil
effects on the fluidity and enzyms activities of
rat hepatocytes and erythrocytes mambranes and
their response to ethinylestradiol). Montalar Y,
« ¥ Leledon G. Uepartamento dea
Fistologia y Escuela da Quimica y Farmacia,
Facultad de Medicina, Universidad de Valparaisc.

El aceite de rosa mosqueta (ARM) tiene un alto
indice da poliinsaturacion y un alto contenido de
ac. linclenico. Estudios previos senalaron que su
afecto as similar al del aceite de maiz (AM> a
nivel plasmatico, biliar v de membranas. En este
trabajo se estudia comparativamante con AM el
afecto de ARM en la flujdez (polarizacion de DPH)
de membranas de hepatocito y de eritrocito y se
relaciona con las actividades especificas de Na-K
ATPasa y 5' nuclaotidasa <3’ Nu). Se analiza
tambien la accion de etinilestradiol (EE).

Se alimentarcn ratas machos Sprague-Dauley
durante 20 . dias con dietas enriquecidas ¢(16.7%) en
ARM (n=18) o AM n=18). En los S dias sisuiantes
se administro diariamente a 6 ratas de cada grupo
S mg/Kg de EE. Las restantes se dejaron como
control y come control de alimentacion pareada. En
membranas de hepatocitos ARM aumanta la actividad
de ambas enzimas (p<®,05) y no modifica la fluidez
ni 1a razon colestercl/fosfolipido (C/FL), en
membranas de eritrocitos disminuye la fluidez
(p0,83) y C/FL tiende a ser mayor. EE no afecta
en el hepatocito la fluidez, el C/FL ni la
actividad Na-K ATPasa, solo disminuye la actividad
S'Nu (p<9,01); el efecto es similar para ambas
dietas. En el eritrocito sin embarso hay solo una
tendencia a una menor fluidez y un menor C/FL.
(FONDECYT 29825/87 v COESAM)

POSIBLE PARTICIPACION DE LAS CELULAS CEBADAS EN LA ACTI
VIDAD CONTRACTIL DE LAS TROMPAS DE FALLOPIO HUMANAS. ~
{On the possible role of mast cells on contractile acti
;itycinfhuman Fallopian tubes). Montesino,H.; Rudolph,

.3 Ciuffardi,I.; Reinicke,K.; Rossat,C.; Weitz,P.;
Cruz,M. " Dpto. de Ts. Fisiol., Fac. de Cs. Biol. y Rec.
Nat., Universidad de Concepcidn.

E1 rol de las células cebadas (c.c.) en el oviducto
humano, adn no ha sido aclarado. Con el fin de conocer
la importancia de estas células en la fisiologfa del
transporte ovular, se estudié la distribucidn topografi
ca de las c.c., el contenido de histamina en distintos™
segmentos del oviducto, y el efecto de dos mediadores
de las c.c.: histamina (H) y serotonina (5HT), sobre la
actividad contrdctil del oviducto.

Se trabaj6 con muestras de 47 mujeres, entre 29 y 48
afios, obtenidas por esterilizacifn tubaria (segmento me
dio) o por histerctomia total (trompa completa).

Las c.c. se detectd por técnica de pironina-G, dise-
fiada en nuestro laboratorio. E1 contenido de H se de-
terming por el método de Shore y cols., y la actividad
contrdctil se registrd en anillos del oviducto, los que
se montaron en bafio de Srgano aislado, en condiciones
fisiolbgicas.

Los resultados muestran las c.c. preferentemente en-
tre las fibras musculares lisas. E1 contenido de H, en
ug/g de tejido, mostrd la siguiente distribucidn: Fim-
bria: 2.25 * 0,57 (n=14), Ampolla: 2.57 + 0.99 (n=6),
Segmento medio: 2.50 % 0,29 (n=41), Infundfbulo: 0.56 *
0.20 {n=4), Istmo: 7.05 + 1.66 (n=4). (x * ES). H y 5HT
aumentaron la actividad contrdctil y el tono basal de
la pared tubal, efecto dosis-dependiente.

Se postula Ta participacién de las c.c. en la regula
cibn del transporte ovular, modificando la actividad —
contrdctil de la pared tubal.

Proyecto FONDLCYT 89-0706.
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GRAN VARIANZA CONDUCTUAL MASCULINA EN LAS
ELECCIONES CROMATICAS DE Homo saglens

(Big variance of male behavior in human color
elections), Mora, W.U., Escuela de Psicologfa,
Universidad Diego Portales, Vergara 275, Stgo.

Al estudiar las preferencias de colores en
un contexto afectivo (basadas en el agrado),
se observ6 que (i) la eleccién de colores no
es al azar, (ii) el patr6n de elecciones pre-
senta diferencias intersexuales cuantitativas
y (iii} la diversidad conductual es mayor
entre los varones.

Frecuentemente se ha pretendido explicar el
fenfmeno de mayor varianza fenotipica masculi-
na postulando herencia ligada al sexo: dado
un gen polimérfico, la hemicigosis conduce a
fenotipos extremos.

Sin embargo, este mismo fenSmeno podrfa ser
explicado como consecuencia de diversidad en
la diferenciacibn sexual. El sexo femenino es
de caracter "constitutivo", pero el sexo mas-
culino requiere de un proceso de diferencia-
cibn que involucra expresién de genes (holén-
dricos, ligados al sexo y autosSmicos), fac-
tores maternos durante el desarrollo intra-
uterino y aprendizaje social.

Aplicada a las elecciones cromiticas, esta
segunda hip6tesis admite deducciones coheren-
tes con datos de correlacifn entre parientes
Y con resultados de estudios de simulacién.

Financiado por la Universidad Diego Portales.
El autor agradece tambié&n a C. Y. Valenzuela,

GLANDULA PINEAL: ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL Y EFECTO DEL
FOTOPERIODO (PINEAL GLAND: ULTRASTRUCTURAL STUDY AND
EFFECT OF PHOTOPERIOD). Morales, B.A. y Maturana F. Depto.
Morfologfa Exp., Facultad de NMedicin , U. de Chile.

La Glandula Pineal es un componente esencial del sistema
Neuroendocrino, que regula la actividad reproductiva es-
tacional. Ante fotoperfodo adecuado ejerce un efecto in-
hibitorio sobre la sintesis y secrecién de prolactina y
gonadotrofinas hipofisiarias. En el Octodon degus, ejer-
ce un efecto inhibitorio de la actividad reprgguctiva en
fotoperfodos de dfas largos.
En este trabajo se analizan las caracterf{sticas morfolé-
gicas y ultraestructurales de la Glandula Pineal del 0.
egus y se observan las variaciones que experimenta —en
afgerentes condiciones fotoperiédicas.
En este roedor la Glandula Pineal se encuentra ubicada
en el techo del tercer ventriculo, detrds del cuerpo ca-
1oso. Es parenquimatosa, con forma de pirdmide cénica y
constituida por tres tipos celulares: dos tipos de pinea
locitos y uno de células gliales. E1 més frecuente es el
pinealocito I, de citoplasma pélido, forma redonda y con
dos tipos de prolongacgones (;argas y cortas). EV pinea-
locito 11 es de citoplasma denso, con numerosos granulos
citoplasmaticos ¥ de ubicacidn perivascular preferente-
mente. La célula glial es mas escasa, de citoplasma den-
so, nticleo cromafinico y con varias prolongaciones que
rodean a los pinealocitos adyacentes. Los pinealocitos
se encuentran ampliamente en contacto con el espacio pe-
rivascular, en ocasiones formando fasciculos de prolonga
ciones. Tanto el endotelio como los pinealocitos presen-
tan membrana basal hacia el espacio perivascular. Las ca
racterfsticas de Tos pinealocitos y las células gliales
son similares a las descritas para la mayorfa de los roe
dores. Las Glandulas Pineales de animales en fotoperfo-
do de dfas cortos y oscuridad constante, presentan pinea
locitos de mayor tamafic: que los observados en dfas largos
y con luz constante, lo que demuestra que son francamen-
te sensibles al fotoperfodo. Estos resultados son simila
res a los observados en otros roedores estacionales.

PUNCION SECRETORA Y DEGRADACION INTRALUMINAL DE ESPER-
MATOEOIDES POR LAS CELULAS PRINCIPALES DEL EPIDIDIMO DE
GATO ADULTO. (Secretory Activity and Sperm Intraluminal
Degradation by the:Principal Cells of the Adult Cat
Epididymis). Morales, A., Cavicchia, J.C. Instituto de
Histologia y Embriologfa. Pacultad de Ciencias Médicas.
U.N.C. Mendoza. Argentina.

Epididimos de gatos adultos normalas fueron procesados
para wicroscopia Sptica y electrdnica de transmisidn.
Las muestras se dividieron en cabeza proximal, distal,
cuerpo y cola. Se obsewva.ila:lihenaésédn: i Ya:do
largo del epididimo, por estrangulamiento, de porciones
apicales de citoplasma de las célules principales hacia
el lumen, en forma de esférulas rodeadas de membranas.
Los espermatoroides se adhieren a estas esférulas,-en
especial en la cola del epididimo, y sufren sn progre-
sivo proceso de invaginacién, fagocitosis, disgregacién
de las organelas, y digestién gruesa. Egto se acompaia
con un aumento paralelo de lisosomas primarios y secun-
daritds, con distinto grado de digestidn interna, resi-
duos electrod alrededor del nficlec, grinulos de 1i-
pofucsina, y figuras mielinicas de distintos tamaiios.

En conclusién, obssrvamos en condiciones normales, una
secrecién apbcrina grosera en este epitelio, que sa:.€fiuc-
tuante a lo largo del epididimo, y cuyo resultado es una
digestidn extracelular en las primeras etapas, y luego
intracelular, de un nimero significativo de espermato-
zoides presentes en el lumen.

ESTUDI0 ELECTAOFISIOLOGICD EN NELRONRE OLFRTORIAG AISLADAG UGANDO LA TECMICA
IE POTBCIAL CONTROLADO. ( Electrophysiological studies in isolated olfactory
mwens). Worales, B, Usarte. G Depto. de Biologia, Fac. de Ciencias,
Univarsidad de (hile y Cemtro de Estudios Cietificos de Sentiago.
(etrocinio: J,_Bacisaluo).

s rewomas aistadas de la wcosa olfatoria de Candivevbery
cindiverbary preservan sy sorfologia caracteristica incluyendo la presencia
de cilios y moviniento ciliar, Al establecerse un sello de alta resistemcia
(Gohes) entre wna pipeta de patch y la sssbrana neeromal es posible
registrer potenciales de accién que en ausencia de estimmlo ocurren 2 wma
baja frecemcia. Al perfundir la céuara experivental con concentraciomes
sulmicrowolares de odorantes se observa wn cambio en la frecuencia de dis-
paro de potenciales de accién. Este casbio s revertido al resover el
estimslo de la céeara experivental. En 12 mayoria de los casos ®l estimsle
gatilla en amento em la fracuencia de potenciales de accién, pero e ob-
sorve tankidn, on algenog casos, W disminacion Estos resultados imdican
o= 18 wowonas olfastorias aislades del spitelio sdemis de comserver in-
tacta e worfologia conservan también su propiedad de responder 2 agemtes
quinicos con casbjos en la frecuencia de disparo de potenciales de accide.
fdemis o ha obsarvado qee 50 u de emilorida y 4 wi de Co*® dimineyem Ia
fracwsncia de disparos de potenciales de accién evocados por
despolarizacin,

Hamos buscade condicionss que nos permiten estudiar las corviewies
macromcépicas de sstas neuronas usando el patch-clasp. Para establecer la
contimuidad eléctrica del interior celular con la pipeta , perssahilizamss
la mmiwana perfendiendo ol iondforo nistatina (1 wmg/ml) dastre & la
pipeta, lo que evita la dilecién del contenido celular. En gremmcia del
ionéforo, estimamos qee la capacidad eléctrica de 1as newromas aislades estd
m el rango de 2-9 oF. Estimaciones del srea de 13 mmbrea de la seerema
olfatoria predicen wna capacidad de 1a nisma sagrited wedids espurimmstal-
mnte. La resistencia em serie entre la pipeta y la célula time veleres os-
hﬂhsnllrnphlo.ln Moha. Estos rulltdal idiom e =

de » 1a conti d eléctrica sscesaria para
mMnnr el potencial de la ctlula (VoitageClawp). Llas corrientes
macroscépicas evocadas por uma depolarizacide tiewsm em comporemte tran-
sitorio de entrada y otro de salida santenido.

Financiado por proyecto FOMDELYT 1167/88. Grant MIH 6-35981 y Tinker Foun-
dation.
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REACCION ACROSOMICA (RA) DE ESPERMATOZOIDES HUMANOS
OBTENIDOS MEDIANTE DOS. PROCEDIMIENTOS DISTINTOS.
(Acrosome reaction of human spermatozoa obtained by
two different procedures). Morales, P., Vigil, P.,
Ebensperger, A. y Gonzflez, R. Unidad de
Reproducci8n y Desarrollo, Facultad de Ciencias
Biolbgicas, P. Universidad Cat6lica de Chile

El semen humano se caracteriza por la gran
variabilidad en morfologia y movimiento que presentan
sus espermatozoides. Se ha descrito una serie de
técnicas para obtener poblaciones de espermatozoides
n6viles. En el presente trabajo se compar$ el
porcentaje de espermatozoldes recuperados mediante las
técnicas de "Swim-up" (SU) vs gradiente de Percoll
(P). Ademfis, se comparb el porcentaje de RA
espontfinea e inducida por fluido folicular humano
(hFF). Las muestras de semen se obtuvieron de
pacientes referidos al CEBRE de la P. Universidad
Catb6lica de Chile. Cada muestra se dividi6 en dos
alicubtas que se procesaron simultfineamente con
ambas té&cnicas. Al término de cada procedimiento,
las muestras se resuspendieron en 0.5 ml de medio
Tyrode modificado (2.6% BSA) y se incubaron a 37°C, 5%
C02. El porcentaje de RA se evalub usando la lectina
fluorescente PSA. La concentracifn espermitica (X +
SEM) recuperada fue de 9 + 2% (SU) y 29 + 3% (P),
con respecto a la concentracibn inicial. El
porcentaje de espermatozoides motiles recuperados fue
21 + 5% (5U) vs 44 + TT (P). El porcentaje de RA
esponténea fue: 14 + 3% (SU) vs 12 + 2% (P) a las 0
h, 21 4 2% (SU) vs 24 + 2% (P) a las 5h, 42 + 6%
(SU) vs 41 + 5% (P) a las 24 h. El porcentaje de RA
inducido por hFF fue 60 + 5 (SU) vs 61 + 5% (P). Los
resultados indican que el porcentaje de
espermatozoides métiles recuperados es mayor con P,
por lo que esta té&cnica estarla recomendada en casos
de oligoespermia. Ambos métodos permiten obtener
células funcionalmente comparables, capaces de
reaccionar con hFF. Financiado por RF 85049/34.

PURIFICACION DE UN ANTIGENO PROTEICO DE
BRUCELLA ABORTUS.(Purification of a protein
antigen from Brucella abortus).Morgado,F; vy
Ofate,A. Instituto de Medicina Experimental,
U.Austral de Chile. (Patrocinante : M.I.

Astorquiza).

Hemos demostrado anteriormente que las
proteinas de bajo PM son importantes en la
induccién de inmunidad. Una de estas . se

encuentra bien representado en la superficie
bacteriana. En el presente trabajo se
describe su purificacién.

La proteina total de Brucella, extraida.

por sonicacion ,fué sometida a tratamiento
con DNAsa y RNAsa, precipitada con un 10% de
(NH., ) 2S0. y el sobrenadante sometido a
cromatografia en DEAE-celulosa y filtracién
en gel., N

Se encontré que el tratamiento enzimatico
elimina una de las bandas de bajo PM.: El
posterior tratamiento con sal, permite
reducir el namero de proteinas y porcentaje
de contaminantes de tipo LPS. La filtracién
en gel del peack eluido de la columna de
DEAE-celulosa con ©0.75 M NaCl, muestra 4
peack, donde el segundo eluye como una
proteina globular con un PM aproximado de
15.000 . El analisis por PAGE-SDS muestra una
sola banda de PM 13,700 1la cual es
reconocida por un suero anti Brucella.

Se discute la posibilidad de utilizar esta
proteina como una vacuna subcelular para el
control de la Brucellosis.

Financiado por United Nations University
Contract 87-041 e IFS Grant B/1i22-1.
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EFECTO DEL TEST-YEMA SOBRE LA REACCION ACROSQMICA Y EL
TEST DE FUSION DE MEMBRANAS GAMETICAS, (Effect of Test-
yolk upon the induction of the acrosome reaction and on
the ability of human spermatozoa to fuse with zona~free
hamster oocytes).

Moreno, R.D. & Barros, C. Laboratorio de Embriologia,
Facultad de Ciencias Bloldgicas, Pontificia Universidad
Catdlica de CHile.

El buffer test-yema es utilizado para descartar los re-
sultados falsos negativos del test de fusidn de membra-
nas gaméticas. El efecto del test-yema sobre los esper-
matozoides podria estar asociado a un aumento en la in-
cidencia de la reaccidn acrosdmica & a un incremento en
la eficiencia de los espermatozoides reaccionados para
fusionarse con ovocitos de hamster sin zona peliicida.
En este trabajo hemos estudiado la cinética de la reac-
cidn acrosdmica y de la fecundacidn de ovocitos de
hamster sin zona pelficida, utilizando espermatozoides
humanos frescos y otros almacenados en test-yema.

Los resultados mostraron un aumento en el porcentaje de
reaccidn acrosémica de un 0% a un 30% en el grupo con-
trol, y de un 5% a un 30% en los experimentales, no ob-
servindose ninguna diferencia significativa entre el
grupo control y el experimental (p<€0,0005). Por otra
parte al estudiar la tasa de fecundacidn utilizando ovo
citos de hamster sin zona pelficida se observd que al
utilizar espermatozoides almacenados en test-yema siem-
pre hubo fecundacidn y en todos los casos el porcentaje
de fecundacidn fue igual o superior al obtenido con es-
permatozoides frescos. Al comparar las tasas de fecunda
cidn entre los experimentos controles y experimentales
se pudo constatar que las Gltimas eran significativamen
te mayores que las primeras (p<0.05)}, Se concluye que
al almacenar los espermatozoides humanos en test~yema,
la tasa de reaccidn acrosdmica se mantiene igual, en
tanto que se aumenta la eficiencia de la fusidn gaméti-
ca. Financiado por FONDECYT 495/89 y GA-PS-87/10.

SINDROME DEL CROMOSOMA X FRAGIL: DIAGNOSTICO PRECOZ
Y ESTUDID FAMILIAR (The X-linked fragile X syndrome:
early diagnosis and family study). Morizon, G. Depar
tamento de Pediatria, Facultad de Medicina, P. Uni-
versidad Catélica de Chile. (Patrocinio: M.J.Santos)

El sindrome del cromosoma X fragil (fra (X)) es
una debilidad mental asociada a un sitio fragil en
Xq27.3, siendo la forma més frecuente de retardo men
tal ligado al sexo y la segunda causa cromosimica de
retardo mental, después de la trisomia 21. Su fre-
cuencia es de alrededor de 1 en 1000 varones y 1 en
700 mujeres.Su diagndstico puede ser dificil, ya que
no todos los portadores del cromosoma X fragil, lo
expresan a nivel clinico y citolégico. Por lo tanto,
es necesario buscar esta alteracidn cromosdmica me-
diante técnicas especiales.

Se presenta un probando de 7 meses de edad, segun-
do hijo de padres aparentemente sanos. Su madre,
miembro de una familia de fra (X), hermana de 2 va-
rones afectados, tiene un cariotipo normal. Su pri-
mer hijo fue anencefélico, con un cariotipo normal.

.Por el antecedente de anencefalia y por la posibili-

dad de heterozigocidad de la madre, se indicé acido
folico dos meses antes y durante todo el embarazo
del probando.

El nifio nacié de término por cesarea (a petici6n
de la madre), con un pesc de 3500 g, una talla de
SO0cm y urecircunferencia craneana de 35cm, siendo
catalogado como nifio normal. A los 3 meses,por in-
dicacidn del genetista,se estudié su cariotipo, que
reveld la presencia de un cromosoma fra (X) en el
15% de las células. Se inici6 tratamiento con 4&cido
félico 0.5 mg/Kg/dia. A los 7 meses tiene un desa-
rrollo sicomotor normal.

Se presenta este caso para ilustrar la importancia
del diagn6stico cariotipico precoz del cromosoma X
fragil y su eventual tratamiento.
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DINAMICA VEGETACIONAL DE PRADERAS ARTIFICIALES DE UN
SECTOR DE LA IX REGION - CHILE. (Vegetacional Dinamics
in on artificial posture zone in the IX Regién - Chile)
Muiioz, M., Salozar, 0.,Facultad de Giencias Agropecuo-
rios, Facultaod de Educacién y Humonidodes, Universidad
de lo Frontero - Temuco.{Patrocinio: D. Rfos )

La ganaderfo de lo regién del sur de Chile, utilizo
lo prodera como bose de su olimentacién, lo cuol pre-
senta uno gron variobilidad en el contenido de minera-
les, dependiendo de los especies que lo constituyen,
del tipo de suelo y de lo fertilizacién. Estas prade-
ras presentan una gron complejidad y dinomismo o través
del ofio y es de vitoal importoncia conocer su produccién,
distribucién estocional y su composicién boténice.

El presente trabojo estudia lo composicién botdnica,
periodo fenolégico y biomaso de praderos permonentes ar-
tificiales ubicados en lo Estocién Experimental Miipe
perteneciente o lo Facultad de Ciencios Agropecuarias
de la Universidod de lo Frontero, duronte el periodo
Mayo 1988 - Abril 1989.

Lo composicién Boténica se determiné por lo técnica
del orea minima. Paralelo a ello se obtuvo lo cobertura
(%) de los esgecies. En las proderas se ubicaron 5 cuo-
drantes de Im” para determinor los periodos fenolégicos
de los especies mos representotivos. Lo biomoso se obtu-
vo por peso seco (g).

Se encontré un total de 52 especies representados en
12 fomilios. Los fomilios con mayor n? de especies du~
rante el periodo de estudio fueron. los Asteracece, Poa-
cece y Fabaoceae, los que coinciden odemds con el mayor
% de cobertura.

En general el periodo vegetativo de las especies mas
predominantes abarcé los meses de Moyo-Noviembre 1988.

A partir de este mes y hosta Enero de 1989 se obtuvo
la etapo de floracién, finolizondo entre los meses Mar-
zo-Abril de 1989 con el periodo de fructificociédn.

Los resultados se discuten en base a condiciones cli-
méticos, manejo de lo praderc y frecuencia de pastoreo.

HEPARINA ESTIMULA LA SINTESIS Y CAMBIA LA SULFATACION
DE HEPARAN -SULFATO EN CELULAS ENDOTELIAIS EN CULTURA.
(Heparin stimulates the synthesis and modify the
sulfation pattern of heparan sulfate from cultured

endothelial cells.) Nader, H.B. y Dietrich, C.P.
Departamentg de Bioquimica,  Escola Paulista —de

Medicina, Sao Paulo, S.P. Brasil.

Heparin stimulates two to three fold the synthesis of
heparan sulfate secreted by endothelial cells in
culture. The stimulation is concentration dependent up
to 100 pg/ml in the culture medium. Exposure of the
cells to heparin results in an immediate increase of
the synthesis of heparan. The effect is specific for
heparin since no stimulation could be observed by
chondroitin sulfate, dermatan sulfate and heparan
sulfate from various sources. The effect is also
independent of growth factors present in the serum or
hormones, since the increased synthesis is observed in
the absence of fetal calf serum in the culture medium.
Degradation of radioactive heparan sulfate labelled
with sulfate and tritium synthesized by the treated
cells = with heparitinases and heparinase from
Flavobacterium heparinum shows a significant increase
of 1do,25-G1cNS,6S with - a concomitant decrease of
GIcA-GIcNS,6S indicating a stimulation of the
mechanism of sulfation of the uronic acid residues.
These results are the first example showing that
heparin interferes with the endothelial cell chemistry
stimulating the synthesis and changing the sulfation
pattern of heparan sulfate. This led us to speculate
that the antithrombotic effect of heparin might be
related with the formation of this new heparan sulfate
in the vascular endothelial cells.

Aided by CNPq, FAPESP, FINEP, Brasil
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CENTRIFUGACION DE EMBRIONES DE RATON DE 2 CELULAS: EM-
BRIONES FRAGMENTADOS (Centrifugation of 2-cell mouse -
ova: Fragment embryos) Muro J.-Departamento de Blologfa
Facultad de Ciencias Biol6gicas. Universidad Nacional -
de Trujillo, Perd.

En los trabajos experimentales de centrifugacién de
embriones de ratén de dos células, se observaron blasté
meros seccionados por acci6n de la fuerza gravitacional
denomin&ndolos ''embriones fragmentados'' (EF). Se ha rea:
lizado el estudio morfolégico y su comportamiento en =
cultivo hasta el perfodo de blastulacién.

Se emplearon embriones de ratén cepa (CF1, en estado
de 2 células de hembras superovuladas, fueron centrifu-
gados a 70,000 g por una hora en un gradiente disconti-
nuo de Biggers~dextrano en concentraciones de 113 a 183
p/v a pH 7.2-7.h a temperatura ambiente. Los embriones
fragmentados fueron procesados para observaci6én en mi--
croscopfa de luz y cultivo en medio de Biggers.

Inhibidores del -citoesqueleto como citocalisina D ~
(0.5 ug/ml) y colcemid (2 ug/mt) fueron utilizados para
facilitar la fragmentacién, siendo mss eficaz la citoca
lasina D.

Se observé que la fragmentacién se realiza entre el
1fmite. de los estratos hialino y granular, obteniéndose
dos porciones independientes: la centrfpeta que corres-
ponde a los estratos lipfdico y hialino y la centrffuga
que comprende al estrato granular que contiene al ncle
La fragmentacion puede ocurrir en un solo blastémero -
(med;o embrién fragmentado) 6 en ambos (embri6n fragmen
tado).

Cultivados los EF no restituyen su Intégridad y per-
manecen sin modificarse. En los medios embriones, el -
blastomero normal realiza su recuperacién morfolégica,
reordenamiento y reinicia su clivaje, sin llegar a blas
tular,

Trabajo realizado durante goce de beca OEA en el La-
boratorio de Biologfa del Desarrollo, Facultad de Cien-
cias, Universidad de Chile.

CONDUCCION IONICA Y PROPIEDADES CINETICAS DEL CANAL DE
Na* DE MUSCULO ESQUELETICO DE RANA MODIFICADO POR
BATRACOTOXINA (lonic conduction and kinetics properties of the
batracotoxin-modified sodium channel from frog skeletal muscle).
Naranjo, D. O. Facultad de Ciencias, Universidad de Chile y Centro de
Estudios Cientfiicos de Santiago. (Patrocinio: A. Latorre).

La mayor parte de los estudios existentes sobre corrientes de
sodio #n musculo esquelético de vertebrados se han desarroliado en
anfibios. Sin embargo, a nivel de corrientes unitarias, es muy -poco lo
que se conoce de los canales responsables de estas corrientes. Con el
propésito de entender e comportamiento estos canales de Na*, estos
se incorporaron a bicapas de fosfatidiletanolamina en presencia de
betracotoxina. 'La incorporacién se hace fusionando a la bicapa
vesiculas de una preparacién altamente purificada en membrana de
tibulos transversales de musculo esquelético de la rana chilena
Caudiververa caudiververa. La incorporacién de un canal se detecta por
Ia aparicién de fluctuaciones discretas en la corriente que se registra a
través de la bicapa. Estas fluctuaciones son caracteristicas de la
transicién entre ios estados abierto y cerrado. En 200 mM de NaCl
simétrico, la conductancia del canal es de 10 pS, sin embargo, muy
infrecuentemente se observa un subestado més conductor 15 pS. Este
subestado se hace mas frecuente al bajar ia concentracion de NaCly
es predominante en ef rango 04 - 1 mM. En 0,4 mM Na' las
conductancias de los subestados son 4 y 6 pS. La curva conductancia
vs. concentracién de Na* en el rango 0,4 - 200 mM para ambos
subestados no puede ser ajustada con una simple isoterma de
Langmulr, sin embargo, los datos pueden ser bien explicados por un
modelo de conduccién con dos sitios de ligamen, tres barrears de
energia y carga superficial negativa en las bocas del canal. Para ambos
subestados se obtiene un buen ajuste de los datos con valores de -8 kT
para los shios de unién, las barreras son 5,0 y 52 kT para los
subestados de mayor y menor conductancia nnpecﬂvunonni yla
densidad de carga superficial es de una carga electronica/2700 A%,

En 200 mM NaCl el canal se encuentra ablerto la mitad del
tiempo a = -100 mV. El tiempo fraccional abierto aumenta e-veces por
cada 7 mV. La distribucion de los tiempos de permanencia muestra dos
poblaciones de estados abiertos y por lo menos tres poblaciones de
cerrados.

Becario de Biofisica del Centro de Estudios Cientificos de
Santiago. Financiado por NIH-GM35981, DTI-2809, FNI-0451/88.
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OXIDACION PEROXISOMAL DE ACIDOS GRASOS E
INHIBIDORES DE LA CARNITINA PALMITOIL
TRANSFERASA MITOCONDRIAL (CPTI). Peroxisomal
fatty acid oxidation and inhibitors of the
mitochondrial CPTI1 in rat isolated
hepatocytes. Necochea,C., Johow,V., Soto,U.,
Grau,A:, y cols. Departamento de Biologia
Celular, Universidad Catélica de Chile.
(Patrocina: F.Leighton).

La B-oxidacién de &cidos grasos en mitocon-
drias y en peroxisomas presenta sobreposicién
en la especificidad de sustrato y se desconoce
si existen mecanismos regulatorios comunes. La
CPTI regula el acceso de los fcidos grasos de
cadena larga (AGCL) a la mitocondria, su sitio
principal de oxidacién. Los Acidos grasos de
cadena mediana (AGCM) son buenos sustratos,
tanto para mitocondrias como para peroxisomas.
Para estudiar la interaccién metabdlica entre
mitocondrias y peroxisomas, se observé el
efecto de inhibidores de 1la CPTI en
hepatocitos aislados, empleando cetogénesis y
generacién de H,0, como indices de actividad
mitocondrial y peroxisomal, respectivamente.
En ratas con proliferacién peroxisomal, la
inhibicién de CPTI produjo un aumento de la
actividad peroxisomal, 4 a 6 veces para palmi-
tato, un AGCL. Inesperadamente, observamos
ademés un efecto similar, de menor intensidad,
empleando AGCM. Puesto que los AGCM no depen-
den de la CPTI para su utilizacién por las
mitocondrias, y por otras observaciones reali-
zadas, concluimos que los inhibidores de la
CPTI podrian actuar también sobre la carnitina
octanoil transferasa (COT). COT es una enzima
de la matriz peroxisomal, potencialmente capaz
de regular la B-oxidacién peroxisomal.
(Financiamiento de FONDECYT 250/88 y PNUD
CHI1/88/017).

CARACTERIZACION DE ANTICUERPOS POLICLONALES PRODUCIDOS
CONTRA COMPONENTES SECRETORIOS DEL ORGANO SUBCOMISURAL.
(Characterization of policlonal antibodies raised
against secretory components of the subcommissural
organ) . F.Nualart y H.Montecinos. Instituto de Histolo~
gia y Patologia, Facultad de Medicina, Universidad Aus-
tral de Chile. (Patrocinio: S. Hein).

El Srgano subcomisural (0S) secreta hacia el 3er ven
triculo cerebral proteinas que se condensan formando Ta
fibra de Reissner (FR). En transferidos de nitrocelulo-
sa que contienen extractos de OS~bovino sometidos a e~
lectroforesis en geles de PAA-SDS, se observan 3 bandas
FR inmunoreactivas de 540, 450 y 320 kd respectivamente;
una de ellas une Con-A y otra LFA. Anticuerpos especifi
cos contra cada una de estas bandas ayudarfan a ailuci
dar si ellas corresponden a protefnas diferentes o es
una protefna en diferentes estados de procesamiento.

Cada banda fue aislada por electroforesis preparativa
e inoculada en ratas. Los antisueros obtenidos (Ac-p320,
Ac-p450 y Ac-p540) fueron analizados inmunocitoquimica
mente en cortes de OS y de FR e inmunoquimicamente en
transferidos de nitrocelulosa, conteniendo extractos de
0S-bovino sometidos a electroforesis en geles de PAA~
SDS.

En las células de 0S-bovino, el RER reacciond prefe-
rentemente con Ac-p540, mientras que los granulos api-
cales fueron inmunotefiidos con los 3 antisueros. En las
células de 0S de rata reacciond solamente el Ac-p320,
reconociendo material presente en RER y grinulos apica~
les. La FR-bovino fue inmunopositiva con todos los an-
tisueros. En los transferidos de nitrocelulosa se obser
varon 4 bandas inmunoreactivas frente a Ac-p540 y Ac-
pASO (540, 450, 320 y 210 kd); 2 de ellas (320 y 210 kd)
son también positivos frente a Ac-p320, antisuero que
ademis reacciond con una banda de 190 kd.

Los resultados sugieren que el OS-bovino secreta al
memos 2 proteinas diferentes que constituyen la FR.

Fisammciado por proyectos S-89-01 Dir.Inv. U.A.Ch y

#8-0890 Pondecyt.

COMUNICACIONES

METABOLISMO ENERGETICO DE AVES PASERINAS EN
ALTITUDES SIMULADAS: COMPARACIONES INTER E
INTRAESPECIFICAS. (Energy metabolism of
passerines birds at simulated altitudes:
inter and intraspecific comparisons). Novoa,
F.F., Rosemnmann, M. y Bozinovic, F. Depto.
Cs. Ecolégicas, Fac. Ciencias, U. de Chile.

disminucién del pO2
se pueden clasificar

Frente a una
ambiental los animales
como: 02 -conformadores y 02 -reguladores.
Existen evidencias que aves paserinas
presentan una gran tolerancia a la hipoxia.
Sin embargo, 1la respuesta especifica de las
frente a una disminucién del pOz no ha

aves
sido bien definida. El objetivo de este
trabajo es establecer este tipo de respuesta

metabdlica.

Se estudiaron cuatro especies de
distinta altitud (Zonotrichia capensis,
Carduelis barbatus, Sicalis auriventris vy
Phrygilus sp.). Las mediciones metabdlicas en
normoxia e hipoxia se realizaron en camaras

de bronce conectadas a un respirdmetro de
circuito cerrado a diferentes pO2.

En los mismos rangos de pOz utilizados

para la definicién de 0z -reguladores, todas
las especies muestran independencia
metabélica del pO2 ambiental hasta altitudes

simuladas de 11.000 m (P > 0.05).

Estos resultados permiten postular que
esta resistencia a la hipoxia se relaciona
con las caracteristicas del sistema
respiratorio de las aves y no con su
distribucién altitudinal. Este tipo de
respuesta es probablemente tipica de 1la
mayoria de las aves voladoras.

Finaciado por FONDECYT 0846.

ACTIVACION DE DROGAS HIPOLIPIDEMICAS A ESTERRS DEL
COENZIMO A. GENERACION DE NUEVOS XENOBIOTIOOS Y RFEC-
TOS EN VIAS METABOLICAS. (Activutim of hypolipiduuic
drugs to thioesters of ¢ G ion of naw
xenobiotics and metabolic efteotl). m

Y Bronfwan .M. Fac. Cien. Biol y Famo. de
Medicina, P.U.Catdlioa de Chile.

Diversas drogas hipolipidéaicas de uso clinico que
contienen grupos ocerboxilicos son activadas por el
higado a tio-ést del C i . Aparte de
su efecto hipolipidémioo, estas drogas producen varia-
dos efectos metabdlioos en animales de experimen-
tacidn, incluyendo proliferacidn de organelos, hepato-
megalia y promocidén de tumores. Recientemente hemos
enoontredo. que estas drogas-CoA potencian la activi-
dad de la proteina kinasa C in vitro (BBRC.159:1026-
1031,1989.). En este trabajo se analizd el efecto de
algunas de estas drogas-CoA en la B-oxidacién de
dcidos grasos y se estudid la posibilidad de que, como
sus andlogos nmaturales, los acil-CoAs de aAcidos gra-
sos, pulieran incoporarse a ésteres del glicerol for-
wmando nuevos xenobidtioos como trigliocéridos y foefo-
lipidos conteniendo la droga en su estructura.

Los resultados muestran que el ciprofibroil-CoA es un
inhibidor de la carnitina acil-CoA transferasa I
mitocondrial, enzima que regula la entrada de Acidos
grasos a la mitocondria y también de la B-oxidacién
peroxisomal, sugiriendo que los efectos de prolifera-
cidn de organelos inducidos por las drogas podrian en
parte expliocarse por inhibicién que, in vivo, pro-
duciria acusulacién de sustratos, al estar las dos
vias posibles de B-oxidacién parcialmente bloquedas.
Usando Nafenopin-?H, otra droga hipolipidémica,
tenemos evidencia preliminar de que esta se inoorpora
tanto a trigliodridos ocomo a fosfolipidos, generando
asi nuevos »enobidtiocoe que podrian tal vez explicar
algunos de los efectos colaterales de estas drogas.
(Financiado por Fondecyt 390/88).
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AISLAMIENTO DEL GEN QUE CODIFICA PARA RUSTICIANINA DE
Thiobacillus ferrooxidans (Molecular cloning 'of the

rusticyanin gene from Thiobacillus ferrooxidans).
Nufiez, L., Moreno, F. JedI{ pto. de

“oqu?-ic_;:' fac. de Me?ﬂci’na, U. ace thife.

Uno de los microorganismos mds importantes en el proce-
so de blolixiviacidn de minerales es el Thiobacillus
ferrooxidans. Debido a su cardcter quimiolitotrd¥ico,
esta bacteria obtiene su enepgfa a partir de la oxida-
cidn de clertos compuestos reducidos. Uno de los sus-
tratos energéticos utilizados por T. ferrooxidans es el
idn ferroso. En la oxidacidn de este 10n, Tos electro-
nes liberados son transportados hasta el citoplasma por
una cadena de protefnas entre las cuales estd rusticla-
nina. Se ha observado que los niveles de esta protefna
disminuyen si la bacteria es crecida en un medio que
contiene azufre elemental, otro de los sustratos ener-
geticos, lo que sugiere que existirfa una regulacidn en
su sintesis. En este trabajo presentamos los resulta-
dos obtenidos en el clonamiento y caracterizacidn es-
tructural del gen de rusticianina. Una genoteca de
DNA cromosomal de 1. ferrooxidans clonada en el sitio
Bam Hl del -vector pBR32Z se analizd utilizando como
sonda un oligonucledtido sintético (54-mero), cuya se-
cuencia nucleot{dica fue derivada de la secuencia de
aminodcidos la de rusticianina. Se aislaron y purifi-
caron cinco tipos de clones diferentes. Un andlisis
tipo “Southern” de los plasmidios recombinantes obteni-
dos de estos clones mostrd que los insertos de 2.4,
2.6, 2.8 y 2.9 Kb hibridaron con la sonda oligonucleo-
t{dica. Estos insertos fueron caracterizados mediante
mapas de restriccidn y por la técnica de “"Southern® se
logrd definir las regiones que hibridan con la sonda
utilizada. Para confirmar la identidad de estos frag-
mentos con el gen de rusticianina, ellos fueron sub-
clonados en un derivado del fago M13 para su posterior
secuenciacidn por el método de Sanger.

(Proyecto CHI/85/002, DTI B-2668-8823).

HONGOS ENTOMOPATOGENOS DE AFIDOS EN AREAS
SILVESTRES PRE-ANDINAS Y CULTIVADAS DE CHILE
CENTRAL. (Entomopathogenic fungue of aphide of
wild preandine and cultivated areas of Central
Chile). OQehrens, MX.A. y Argandofia, LA
Departamsnto de  Eiologfa, Facultad de
Ciencias, Universidad de Chile.

Entre los enemigoe naturales de los afidos de
los cerales, se  encuentran los
entomopatdgence. En Chile central las
infestaciones de los cultivos acurren a
principios de Otofio y en Primavera. Sin
embargc, en lae sreds eilvestres log afidos
estdn presentes todo el afic. El proposito de
este trabajo es evaluar los porcentajes de
dfidos con sintomas de infeccidn fﬁhgtca
relacionshdolos con loe factores climiticoe
(temperatura, bumedad relativa y 1lluvia), s
identificar las especies de hongos
onto-opatdh-noc on sreas silvestres preandinas
y en sreas cultivadae de 1la Regidm
Netropolitana.

Se detectd afidos parasitados con hongos
solamente an Primavera, tanto en las asareas
silvestres (Reserva Nacional Rfo Clarillo y
Lagunillas?, como en dreas cultivadas
(Estacidn Experimental La Platina). Bl
porcentaje miximo de dfidos infectados por
hongos en R. Clarillo fue 18%. En Lagunillas
Zue 21.% y on La Platina 18%. Estos valores se
detectaron ¢ do la b dad relativa fue 75%
y lae tempersturae mediae fueron de 16 y 14.5
T, en Rfo Clarille y La Platina
respectivamente. En loe 3 lugares astudiados
@s identificaron las mismas especias: BHrynia
necaphidis Remaudiere & Hannabert y

Entomophthora planchoniana Cornu..

CURS0 TENPORAL DE LAS VARIABLES

ENCEFALOGRAFICAS EN LA TRANSICION AL
SUENO ACTIVO EN LA RATA. ime oourse of EEG
Ilrtgblo-t?uring transition tovards REM Sleep
n ® rat).

pto. siologia y Q; -1;., aculta ']
Medicina, Universidad de Chile. )
La secuencia de estados oonduotuales gue
configuran la arquitectura interna del suefio
sigue una ordenacidén donde los cambios
electroencefalogréficos en la transicién del
SQ al SA expresan la supresién y ewergencia
de la actividad neural propia de cada estado
(actividad delta y sigse de SQ, atonia suscu-
lar y theta hipocampal en SA).

Presentamos datos de cuatro ratas
crénicamente implantadas s
luz oscuridad 12:12 conescta
wicrocomputador que registra, cuantifics y
almacena los elementos relevantes del EEG y
ENG en bines de 15 segundos en forma
ininterrumpida, los clasifica en estados de
S@ con mayor actividad delta (SQd) o sigwa
(E0s), en SA o en vigilia gquieta (VQ) o
activa (VA).

Las matrices markovianas de probabilided de
transicién de estados indican un predominio
de transiciones hacia SA desde 508 y desde SA
hacia VQ. Analizawos los 6 bines de SQ
previos al comienzo de SA. El bin-1 tiene una
actividad -1;-- significativamente mayor que
el bin-2, y éste del resto de los bines de
SQ, & diferencia de deltas tono muscular que
wmuestran un descenso monoténico. La densidad
de -1;-- y el tono muscular durante le
transicién son predictores directo e inverso
de la duracién del episodio de SA,
independientemente de la fase del ciclo
luz-oscuridad.

El que en la transicién la actividad sigma
anuncie guo el SA ya viene sugiere Eno el
proceso de activacién que subyace al SA
previamente lihera los circuitos talémicos
generadores de husos. Interesa discutir la
gontribucidén relativa de la modulacién
ciracdiana y la inducciné interna de estados
dentro del suefio en la orquestacidén del SA.
Proyecto FONDECYT 1291-88.

MORFOLOGIA DE LA CONDENSACION DEL NUCLED
ESPERMATICO (Morphological changes asso-
ciated with sperm nucleer condensation).
Qhanian, _C, Facultad de Medicina,
Montevideo, Uruguay.

La sstructura de la cromatina esper-
mastica es poco tonocida. Durante la se-
persiogénesis, la cromatina finamente
granulosa de las espermitidas es gradual-
sente sustituida por fibras y haces grue-
s0s, 108 que se acortan vy coalescen
constituyendo finalmente la densa masa
homogénaa del espermatozoide maduro. No
se halla més la estructura nucleosomal
tipica de las células somdticas. Se cree
qQue los cromosomas conservan su identi-
dad, pero nada se sabe de su estructura y
disposicién. Coinciden estos cambios con
ml reemplazo de histonas por protaminas,
indicando una estrecha dependencia de la
cromatina espermatica dé la composicioén
de sus proteinas bésicas. No se conocen
todavia los mecanismos intimos de elimi-
nacidén de las histonas, sintesis y depo-
sicién de otras protainas y condensacioén
de la cromatina aspermética. Ademés de
aportar una sxtrema compactacion, resis-
tencia @ inactividad transcripcional, la
condensacién nuclear también parece aso-
ciarse a la adquisicién de la forma y
volumen definitivos del nacleo, favora-
bles aparentemente para la motilidad es—
permética. Parece obvio que también pro-
tege al genoma masculino durante su pro-
longado trénsito hasta el sitio de la
fecundacion.
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MODULACION RADIOIRDUCIDA DE $-IgG; PARTICIPACION DE PKC.
(Radiation induced s-IgG modulatiom: PKC participation).

Ojeda, F., Andrade, J., Maldonado, C., Guarda, M.I.,
Instituto de Pisica, Universidad Austral de Chile.

La irradiacién de linfocitos B induce modulacién de sus
receptores a 1gG (s-IgG). EL proceso es metabdlicamen-
te active. Teniendo la activacién un efecto radiopro -
tector, se piensa que los procesos tempranos de activa-
cién pueden interactuar con la evolucidn de la lesidn
radiodbiol8gica en linfocitos. En el presente trabajo
se estudia el efecto de manipulacién de PXC scbre la
evolucidén de la lesién radicbiolégica.

Suspensiones de linfocitos de ratén se irradiaron con
distintas dosis de Rayos-X, previamente incubados o no
con HA y H7 como inhibidores de PKC, luego se incuba ~
ron por 10' a 37°C y se marcaron con -IgG ratdn acopla
da a pu‘t!culu fluorescentes. Como estimulador de
PKC se usd PMA,

Se encuentra que la inhibicidn de PXC y no de PK depen
diente de c-AMP inhibe el efecto de modulacifn radio -
inducida. La activacidn dé PXC con PMA simula el efec
to de modulacién radioinducida en células B. El efec—
to desaparece con inhibidores de PKC. Se concluye que
la PXC es un importante eslabén en la evoluciSn de la
lesidn radiobioldgica en linfocitos. Scobre la base de
estos resultados y teniendo presente que se ha postula
do que la memdrana es el dblanco primario de la 1rndia
cién se puede cnfigurar la siguiente hipdtesis: La
irradiaciSn induce produccidn de perdxidos en la mem -
brana que elevan los niveles de diacilglicercl (DAG) e
inositol trifosfato (ITP) activando la PKC que a su
vez inducirfa la modulacidn de s-IgG.

Financiado por Direccisn de Investigacin y Desarrollo,
Universidad Austral de Chile, Proyecto S-89-9.

EFECTO DE PALMITOIL-CoA BN IZORNZIMAS DE PROTEINA
KINASA C (Effect of palmitoyl-CoA on protein kinase C
isoenzymes) . A.; Morales,M.N., Morgan, C:
Fac. Cien. Biol y Fac. de Medicina, P.Universidad
Catdlioa de Chile,

La proteina kinasa C (pkC), kinasa dependiente de
fosfolipidos y de calcio tiene un rol fundamental en
la regulacién de importantes fendmenos fisioldgicos
camo secrecidn, contraccidn, funciones a nivel de
receptorea de mesbrana, y diferenciacidn celular.

Estudios de clonamiento molecular de cDNA han
revelado la existencia de multiples sub-especies de la
enzima. Por otra parte, estudios bioquimicos suestran
que la pkC altamente purificadea de oerebro de rata es
bebem,yd-amtmfor—sdehmi-

o) por cromatografia en columna de
hidrmd,apauu. Se ha también encontrado que diversos
tejidos y lineas oelulares expresan solo algunas de
las izoenzimas.

Recientemente, hemos descrito que la actividad in
vitro de la phC purificada de cerebro y de higado de
rata, usando histones como sustrato, es potenciada por
acil-Coenzimoe A de cadena larga (BBRC.152:987-
992,1988). El mecenismo de esta activacién parece ex-
plicarse por un aumento de afinidad de la engzima por
fosfolipidos. Dado que estas obeervaciones han sido
realizadas con preparaciones engzimdticas gque con-
tienen todes las izoenzimas, hemos analizado el efecto
de acil-CoAs en las izoenzimas de cerebro, purificadas
por cromatografia en hidroxiapatita.

Los resultados muestran que las izoenzimss de pkC de
cerebro son activadas por acil-CoAs, y que, aparen-
temente, esta activacién es diferencial. Esta obser-
vacién plantea la posibilidad de que las izoenzimas de
PiC tengan diferentes moduladores de su actividad.

(Financiado por Fondecyt 390/88).
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EXPRESION EN BACTERIAS DE LOS GENES DE TRES SUBUNIDADES
ALFA DE PROTEINAS G DE OOCITO DE Xenopus laevis.
(ExpreSSIOn in bacteria of the genes of 3 alpha subunits
G proteins found in X. laevis oocytes.) Olate, J. ¥
Jorgueral H., Depto. Bfoquimica, Facultad.de ﬂeaicina,
Universidad de Chile. (Patrocinio: C. Connelly.)

Las protefnas G son una familia de protefnas de membra-
na, encargadas de traspasar la sefial originada por una
hormona hacia el interior de la célula. Ellas estdn
presentes en todos los organismos eucaridgticos, desde
las levaduras hasta los mamiferos, indicando esto la
importante funcidn que ellas cumplen en la regulacidh
celular. Actualmente se conocen alrededor de 15 de es-
tas protefnas G, las cuales regulan diferentes sistemas
enzimdticos sensibles a hormonas, neurotransmisores y
factores de crecimiento. En oocitos de Xenopus laevis
el proceso de maduracidn y fertilizacidn es iniciado por
1a hormona progesterona y el espermio, respectivamente.
Nuestro laboratorio y otros grupos han mostrado que la
sefial generada por la progesterona y el espermio es
transducida hacia el interior del oocito por protefnas
G. Estudios indirectos mostraron que estas protefnas
pertenecen al! tipo Gi y Gs. Con el propdsito de iden-
tificar y caracterizar las protefnas G presentes en el
oocito hemos clonado los cDNA codificantes para 4 de
estas protefnas G. Andlisis de su secuencia indica que
corresponden a los tipos Gsa-1l, Go, Gi-3 y Gi-1 descri-
tos en mamifero. Para iniciar el estudio de la funcidn
de estas protefnas en el oocito se requiere de cantida-
des altas de la protefna en forma pura. En este trabajo
se describe el subc!onamiento de 3 de estos cDNA en un
sistema bacteriano de expresidn y el andlisis de la sTh-
tesis de estas protefhas recombinantes en E. coli. Se
analizan también algunas propiedades de estas protefnas
G recombinantes, como su ADP-ribosilacidn por la toxina
de Bordetella pertussis, su interaccidn con las subuni-
dades beta y gama y su capacidad de reconstituir la ac-
tividad de la adenilil ciclasa. (Apoyado por FONDECYT,
The Council for Tobacco Research y la Univ, de Chile.)

EFECTO DE ANDROGENOS Y CYCLOHEXIMIDA SOBRE POROS NUCLEA-
RES Y UNIONES ESTRECHAS EN CELULAS EPITELIALES DE VESI-
CULA SEMINAL EN LA RATA. (Androgen and cycloheximide
effacts on nuclear pores and tight junctions in rat se-
minal vesicle epithelial cells) ort{z, H.E., Cavicchia
J.C.Instituto de Histologia y Bmbriologia, Pacultad de
Ciencias Médicas. UNC. Mendoza, Argentina.

Se conoce que los poros nucleares y las uniones inter-
celulares estrechas son diferenciaciones dinamicas en
relacién a los requerimientos metabdlicos celulares. Pa-
ra determinar si sufren cambios por accién hormonal, ra-
tas macho fueron castradas y tratadas con testosterona
de reemplazo(l wg/k/dia), las ves{culas seminales contro-
les, castradas y estimuladas fueron procesadas para mi-
croscopia éptica, TEM, y técnicas de criofractura. Los
perimetros nucleares fueron calcados y procesados para
obtener ireas nucleares. Hay diferencias significativas
(p€0.001) entre control (27928 mm2) y estimulados (325%
11 mm2). Con técnicas de criofractura se encontraron di-
ferencias significativas (p<0.005) en la densidad de po-
ros nucleares control: 4.68%14 um2; estimulados: 5.38%
0.24 um2, Se contaron las intersecciones producidas en-
tre los trazos de unionss estrechas y un reticulo estan-
darizado superpuesto, hay diferencias significativas
(p<0.001) entre controles (0.53t8.1 intersecciones/pm2)
y estimulados (44.420.3 intersecciones/pm2). Para deter-
wminar la participacién de proteinas en dichas diferen-
ciaciones, se administrd a un grupo de ratas propionato
de testosterona (3 mg/k) por 48 hs. y a otro grupo la
misma dosis de testosterona y <¢onjuntamente Cyclohexi-
mida {1 mg/k) ambos por 48 hs. Ambos grupos fueron some-
tidos a igqual procedimiento parn wmedir poros nucleares
Y uniones estrechas.
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TRANSFERENCIA DE ENERGIA DE FLUORESCENCIA ENTRE Co(II)
y 4‘6 DIAMINO-2-FENILINDOL EN TUBULINA. (Fluorescence
energy transfer between Co{(II) and 4'6-diamino-2—
phenylindole in tubulin). Ortiz M. y Monasterio. 0.
Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Univer-
sidad de Chile.

La tubulina posee un sitio de unién de alta afini-
dad para Mg{II) en el sitio intercambiable de GTP
(sito E), sobre la subunidad B y varios de baja
afinidad. La forma del polimero depende de la natura-
leza del metal. Para iniciar el estudio topolégico de
los sitios de unién de metales y su influencia sobre
la conformacién del dimero hemos utilizado la sonda
fluorescente 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI) y tubuli-
na nativa y digerida con subtilisina. Se ha reem-
plazado Mg(II) unido al sitio E por Co(II) (0,6
moles/mol tubulina). E1 espectro de emisién de fluores-
cencia del DAPI, unido sl sitio de alta afinidad en
la tubulina presenta un recubrimiento con el espectro
de absorcién del complejo tubulina-Co{II), por consi-
guiente es un par dador-aceptor adecuado para estudios
de transferencia de energia de fluorescencia. Se deter-
miné un valor de 0,414 para el rendimiento cuéntico
del DAPI unido a 1la tubulina. Las wmediciones de
transferencia de energia fueron efectuadas utilizando
los complejos tubulina-DAPI como dador y tubulina
Co{II) como aceptor. Se encontré que la distancia
entre los sitios de unién del DAPI y Co(II) en 1la
tubulina era de 35 &. Se determiné por efecto de la
polaridad de solventes que la sonda DAPI se encontra-
ria expuesta al solvente en el dimero.

Experimentos preliminares muestran que el DAPI se
unirfa al dimero de tubulina digerido con subtilisi-
na, el cual carece de su extremo carboxilo terminal.
La determinacién de la distancia entre el DAPI y el
Co(I1) unido a 1la tubulina digerida nos permitiré
conocer el efecto del extremo carboxilo terminul sobre
la estructura de la tubulina.

Financiado por proyectos FONDECYT 1133-89 y DTI.

FUERZA MUSCULAR INSPIRATCRIA EN PACIENTES CON CARDIOPA-
TIAS DE BAJO GASTO CARDIACO,(Inspiratory muscle force in
patients with low cardiac output).Palacios,S.,Gajardo,J,
Latorre,R. ,Morales,Y. ,01mos,A.y Pino,J. Dpto.de Ciencias
Fisiolégicas y de Medicina. Universidad de Concepcibn.

Se ha sugerido que en pacientes con di.“rsas valvulopa-
tias, existirfa disfuncién de la musculatura inspirato-
ria (De Troyer, 1980),debido a una disminucidn del Gasto
Cardiaco (GC) y/o al posible compromiso nutricional que
estos pacientes pueden presentar. Recientemente demostra
mos {Rev.M&d.Chile, mayo 89), que en pacientes con Este-
nosis Mitral Severa (EM) v GC adecuado,la Fuerza Global
de la Musculatura Inspiratoria (FMI) estd normal. En el
presente trabajo se evalud la FMI en pacientes con car-
diopatias severas, cuyo GC estaba disminufdo.

Se estudif 7 pac1entes, 6 mujeres y 1 hombre (37*8 6
afios),sin antecedentes respiratorios previos, ni de otnas
pato1ogfas. El GC promedio (X) fue de 3.05:0.55 L/min y
el Indice Cardiaco X de 2.2:0.63. Se midi6 Capacidad Vi-
tal Forzada (CVF), Volumen Espiratorio Forzado del pri-
mer segundo (VEF1),y Flujo Mdximo de Media Espiracifn
(FMME) en espirdmetro Collins. Se evalué Capacidad Resi-
dual Funcional (CRF). Se midi6 Presidn Inspiratoria Maxi
ma (PIM} a CRF, usando un mandmetro aneroide, Tndice que
permite evaluar la FMI. Como grupo control de’l valor de
PIM, se considerd los valores de 9 pacientes con EM estu
diados previamente en nuestro laboratorio. Resultados:

Los valores de CVF, VEF; y FMME expresados como porcenta

je % su valor tedrico, fueron normales en 2 pacientes;
dos presentaron alteraciones restr1ct1vas y los 3 restan
tes alteraciones obstructivas. E1 valor X de CRF fue de
112+8,7%. La PIM x fue de 61:6.4 cmHp0, valores menores
(P<0.005) que Yos del grupo control (PIM x=9219.5 cmH20)

Nuestros resultados demuestran disminucién de la FIM en
los pacientes estudiados, confirmando la hipbtesis de
que cardibpatas de bajo gasto presentan disfuncibn de la
musculatura inspiratoria, atribuible a un menor aporte
de energia al tejido muscular.

Proyecto 20.33.31 D.I., Universidad de Concepcién
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AVALIACION DE LA FRECUENCIA DE QUIASMAS EN MAIZ (Zea
mays L.) Y SUS IMPLICACIONES CON LA CAPACIDAD DE
COMBINACION PARA LA PRODUCCION DE GRANOS. (Chiasmata
frequency evaluation in maize (Zea maya L.) aund
implications with = combining ability for grain
production. Pagliarini, M.S. y Aguiar—-Perecin,
M.L.R.de. Department of Biology, University of Maringa.
Maringa, Brazil.

The combining ability of an inbred  line has been
defined as a function of its favourable genes number.
On the other hand, we know that irregulaties that occur
during the meiotic process can affect the spores
viability compromising the plant fertility. In this
work inbred lines previously selected for high and low
combining ability were evaluated in order to verify the
correlation between .meiotic stability and combining
ability. Inbred lines with low combining ability showed
lower chiasmata frequency per microsporocyte and higher
univalent chromosomes frequency. The intersticial and
terminal chiasmata frequency did not show correlation
with combining ability. The univalent chromosomes
pregented irregular segregation in the spindle showing
sometimes non-disjunction. Besides the lower chiasmata
frequency and higher univalent chromosomes number some
inbred lines with low combining ability showed other
types of meiotic irregularities: break points, cell
fueion, abnormalities in spindle and higher assincrony
in the meiosis. All these irregularities can affect the
meiotic products. The results presented here suggest
that the combining ability can not probably be only a
function of a favourable genes number for grain
production, but an association of these genes with a

meiotic regular process that assures the total
viability spores.
VARIACION CARIOTIPICA BN Lemm . (Lit/acese )

( Karyotypic Varistion in Zeucocoaryne ) . Palma-Rojas C.
labarce M y Paez A Denmmenwcenlomuy Quimica,
Wumummddeum

Imlnr(lwz)ensunonmnm sobre Leucocarype (undley
1830) describe 16 especies para este género autoctono. Con Ia
excepcién de 103 irabajos de Cave (1939) y Zanz (1968), la
isformacitn diogenética existente sobre Leucocaryse es
praciicamenie nula. A objeto de contrastar parciaimenie la
actual laronomia del género, se describen y comparan ios
cariotipos de L. macropetain (L. ms ]l L. purpures (L. pu)
L coguimbensis (. co. )y L. sp. ;

Los cromosomas se obtuvieron por aplastado de raicifias
provenienies de butbos y semillas pre-iratadas con antimitseiec
¥ tettidas con Feuigen En fotomicrografias los cromosomas se
midieron, recortaron y ordenaron , y con los valores de sus
mediciones se construyé un carioidiograma.

oo y Lpw comparten un mismo cariotipo 20-18
esencisimente metackénirico, en tanlo que Lms vy Lep
presealan un mismo cariotipo 2n=10. )

Los escasos antecedentes citogenéticos  disponibles s0m
coiacidentes con ia existencia de un cariotipo 2n=18 para
Lewcecewyse , pero no apoyan la dristica variacién cariotipica
observada. Bsto permite sugerir is hipitesis que lss especies
2n«10 pertenecen a un género distinto, pero afia a
‘Lewoocoryse. Por 10 lanlo, es necesario obiener muevos
anlecedenles citogenéticos y ucrrdwml que permitan
conirastar 1a hipbtesis planteada.
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CORRELACION ENTRE INCIDENCIA DE FISURA LABIOPALATINA Y
FRECUENCIA DE GRUPO ABO EN DIVERSAS MATERNIDADES DE
CHILE. ( Correlation between cleft lip incidence and ABO
group frequencies in different maternities of Chile).
Palomino, H.. M.A., y Palomino, H.M.

Deptos. Biologfa ' Celular y Genética y de Morfologfa Ex-
perimental, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

Diversos estudios han establecido que las poblaciones
de origen oriental e indoamericanas presentan mayor
susceptibilidad a la produccion de fisura labiopalatina
que las de origen europeo o negras. Para Santiago, dos
estudioce (Stevenson y cols, 1966; Nazer y cols, 1980),
muestran también una relativa alta incidencia.

Con el objeto de establecer una relacién entre sus—
ceptibilidad a la fiswa y determinantes genéticos o
de maturaleza étnica, dada las diferencias sociogenéti—
cas de ruestra poblacion, se recopilé la informacion de
los nacimientos de 7 maternidades, 6 de Santiago y uma
de Arica. Sobre un total de 219.448 nacimientos, se
registré una tasa de 1,23 individuos con labio leporino
solo o asociado a fisura palatina cada 1000 recién naci-
dos vivos (RNV). Entre las maternidades existen diferen—
cias que estdn altamente correlacionadas con las fre—
cuencias génicas de los alelos del sistema ABO. As{
en la maternidad de Arica se encuentra una tasa de 1,49
x 1000 (1 fisurado cada 673 RNV) y con una frecuencia
del alelo O de 0.907 hasta tasas de 0,60 x 1000 (1 cada
1669 RNV) con una frecuencia génica del alelo O de
0,697 encontrada en la Clinica Alemana de Santiago. Un
fmdice de indigenicidad calculado por las frecuencias
génicas, d4 un 73% de mezcla indigena en Arica, hasta
un 17% en la la Clinica Alemana. Esta gradiente de
susceptibilidad y frecuencia génica del sistema ABO
estar{fa también asociada a factores socioceconémicos,
dado que la menor susceptibilidad y las mencres frecuen-
cias del alelo 0 se encuentran en las clinicas de
atencion privada.

PROYECTOS DTI. U.CH B-2368 y FONDECYT 080189

DE _LAS CELULAS PROLACTO-
MTlcxwwgma&EﬁIWMTlm. (Role of lacto-
troph cell density on prolactin secretory activity)

(.3 r A.l. Aok i . Centro de
1croscopia Electronica, Facu o UTencias Médicas,
Universidad Nacional de Cérdoba, Republica Argentina.

En la gléndula hipofisiaria, tanto la estimulacién
como la ?nhibi:un de la actividad secretoria de las
células prolactotropas son acompaiadas por alteracio-
nes en cY proceso de proliferacién o involucidn de
wsas células. Con el objetivo de dilucider la partici-
pacién de la jdad celular en la secrecidn de
prolactina {PRL), se correlaciond la densidad de
volumen (W) de las celulas prolactotropas, con el
contenido de PRL sérica (PRLs) e hipofisiaria (PRLh).
Se utilizaron ratas heabras: 1) Ovariectomizadas (Ov).
2) Ov. tratadas con 10 pg/rata de benzoato de estra-
diol (BE). 3) Ov. tratsdas con 3 dosis de BE de
10pg/rata. 4) En lactancia. 5) 72 hs postlactancia. 6)
trugudn subcrénicamente con sulpiride. Se determind
PRLh y PRLs por RIA. Las hesihipdfisis fueron procesa-
das para la deteccidn de por inmunocitoquimica a
nivel de microscopia de luz (técnica de oro coloidal
intensificado con plata) y posterior andlisis morfomé-
trico de estas células.
La estimulacidén ntroidni:a produjo un _aumento del
ejido secretor de PRL para ume
dosis de BE del 249X para las tres dosis, con un
aumento paralelo de] contenido de h. En la lactan-
cia, la alcanza ®l méximo valor, con altos niv
de s r aenor cantidad de PRL por célula. Al ©
el cmm o de succién, las células de PRL sufren un
proceso de regresidn, con disminucién de la Vv, ainima
actividad' secretoria y acumulacién de PRL en 1la
hipéfisis. La mdxima actividad secretoria se observa
en la estisulacidn subcrénica con sulpiride que
eorigina los mis altos valores de PRLs ;m:unnto de la
Vv, pero con bajo contenido celular de .
Las células grolutotropn respondieron ante los
diferentes estimulos con incrementos en la Vv. En
covdiciones de alta actividad secretoria, estos
0s se acospadiaron de niveles disminuidos de
k. De acuerdo con estos resultados podemos concluir
les diferentes tipos y grados de estimulacidn de
activided de las células prolactotropas, inducen
canhias en 103 valores de Vv sstrechasente correlacio-
aades con los valores de PRLh y PRLs. )

MELATONINA AFECTA LA VARIACION CIRCADIANA DE
PROLACTINA PLASMATICA (PRL) EN CORDEROS RECIEN
NACIDOS. (Melatonin affects the circadian variation of
plasma prolactin in newborn lamba). Parraguez V.H.;
Holagren, L.*; Gayan, P.*; Garay, F,*; Llanos, A.J*.
Unidad de Reproduccibén y Desarrollo, Dpto. Cs.
Fisiol6gicas, Fac. Cs. BiolSgicas, P. U. Catblica
de Chile y *Laboratorio de Fisiologia y
Fiaiopatologfa del Desarrollo, Dpto. de Preclinicas,
Cs ,Médicas Oriente, Fat. Medicina, U. de Chile.

En ovinos los niveles plasmfticos de PRL presentan
variacifn estacional. En verano, PRL est§ elevada y
presenta ritmo circadiano. En inviermo, PRL disminuye
Yy no se observa ritmo. Tratamiento con melatonina
disminuye PRL en fetos, reci&n nacidos y adultos.
Para investigar si mslatonina afecta el ritmo
circadiano da PRL, cateterizamos 10 corderos recién
nacidos (9 a 12 dfas de edad), los que se mantuvieron
en luz continua desde el nacimiento. A 5 de ellos se
le aplicaron implantes subcutfneos de lg de
melatonina en silastic. Los restantes fueron el grupo
control. A todos los animales se les tomaron muestras
de sangre de 1 ml cada 1 h durante 24 h, entre los 20
y 27 dfas de edad. Se midi§ PRL y melatonina en
plasma por RIA. Los datos se analizaron utilizando el
wétodo Cosinor. La concentracién plasmética de
melatonina fue de 594 + 55 pg/ml en los tratados y de
53 + 27 pg/ml en los controles (X + E.S. p < 0.01).
La concentracifn de PRL plasmftica del grupo tratado
fué menor que la del grupo control (25.1 + 2.4 vs
97.5 + 11.3, X + E.S. p < 0.01). Tratemiento con
melatonina suprima el ritmo circadiano da PRL:
Controles: log PRL (ng/ml) = 1.8 + 0.26 cos 15 (t -
11.16), p = 0.05. Tratados: log PRL (ng/ml) = 1.2 +
0.14 cos 15 (t-9.43), p = 0.36. Los resultados
sugieren que melatonina alterarfa la funcibn del
oscilador circadiano que controla el ritmo de PRL.
Financiado por DIUC 75/86, Rockefeller HD 83016 y
PONDECYT 0321/88.

INTERACCION LUPINOS~SELENIO EN GALLINAS
(Interaction Lupinos-Selenium in Hens).

Paz de la Vega, Y. Depto. Cienclas Clfnicas
acultad Cs, Veterinarias y Pecuarlas, U. de
Chile,

La creclente demanda de alimentos protel-
cos de uso animal debido al aumento de la masa
ganadera y agrfcola ha obligado a incrementar
la produccién de insumos proteicos tradiciona-
les, y a la incorporacidn de nuevas formas de
protefnas como complemento, entre ellos las se
millas de lupinos.

Uno de sus inconvenientes 1o constituye la
presencla de alcaloldes, en la variedad amarga.
El posible efecto téxico de estas sustancias
dependen de la presencia de factores, entre
ellos el Selenio (Se) que tendrfa la capacidad
de disminufr este efecto.

Se programf un ensayo con el objeto de ob-
servar los efectos de dietas adiclonales de se-
millas de lupinos amargo (Lupinos angustifolius)
solas y en presencla de Se sobre diversos paré
metros productivos y reproductivos en gallinag.

Se utilizaron 24 gallinas White Leghorn
de 79 semanas de edad, divididos en 4 grupos de
6 aves cada uno, las que fueron alimentadas con
raciones de semillas de lupinos solas y lupi-
nos-selenio, en dilversas concentraclones y por
un perfodo de 21 dfas.

Se compararon 'y analizaron los efectos
producidos sobre los parfmetros en estudio.

De los resultados obtenidos, se deduce la
posible exlstencla de un efecto protector del
Selenlo frente a los efectos inducidos por lu-
pinos en algunos paréimetros observados.
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ACTIVIDAD DE FOSFATASA ALCAL INA EN

RETARDADOS DE 2 CELULAS DE

ggIgNeéAékaéi?a °Phosphatase)hcgivity Ran
-c mouse embrycs). -

Varghe, . Orinusia. B.7°% i T

i cidn &
del Desarrcllo, FacultaaA de Cienc:;s
Bioldgicas, Universidad Nacicnal Ha;or de
San Marcos. Apartado 2647, Lima 1. Perda.

La fosfatasa alcalina es una
fesfomoncesterasa utilizada comc marcador
ara estudiar la diferenciacidn celular
urante el desarrcllec preimplantaciconal
de mamiferos, Su actividad es detectada
empleando el metodoe citoquimico el
citratc de plomoc, desde el estade de 4
células .evidenciando asi

una
ionalizac;on de membrana en las zonas
de contacto interblastomérico.

Se plantes el estudioc de la relacién
entre actividad enzimatica, tiempc de
desarrolle y namero celularj para 1 cual
se obtuvieron embricnes de 2 células con
retardo normal in vive durante las horas
del segunde ciclo cefular. La actividad
e la fosfatasa alcalina (AFA) fue
detectada por el método citoquimice de
omoyri  adaptada por Izquierdo et al.
(1980) y evaluada en microscopia d& luZ.

cicle celular va dxsm:nuyendo con el
t:emgo) por. el contrario a AFA

M recuente, presentén&osa ésta de dos
formag: una a  lo large del contacto
celular cuya frecuencia aumenta con el
tiempo, v “1a otra en el citocortes de la
zona libre de contacte celular gque va
disminuyendu.

Considerando que la divisién cglular en
estos estados temprancs del desarrollc es
asincrénica, los embricones de 2 células
con  AFA &on consideradoes retardados.
Sugzr)enqo gue el inicic de la AFA es
independiente del ndamerc celular, siendo
su regulacién. diferente al gque da inicio
a la regionalizacisn de membrana.

NUCLEOLOGENESIS EN EL DESARROLLO DEL HUEVO HUMANO IN
YIY0: ANALISIS ULTRAESTRUCTURAL. (Nucleologenesis in the
human embryo developing in vivo: Ultrestructural analysis).
Pereda J. Depertamento de Morfologia, Faculted de Medicina,
Universidad de Chile.

Los estados temprancs del deserrolio embrionario de
mamiferos se carecterizen por la ousencla d2 activided
nucleoler. Por lo tanto, los procesos del deserrollo quedan ,por
un cierto tiempo, bajo control genético materno, el cusl es
ejercido por ribosomas que fueron  producidos durente 1o
ocogendeie. En este trabsjo se anslize la estructurs nucleoler
durante ol desarrollo preimplantacionsl del huevo humano In
vivo, a fin de estoblecer e momento de mmm de
difersnciacién estructurs! en el nucledlo, como un primer signo
de expresion del genoma embrioner fo en humano.

Custro embriones de 2, 4, 7,y 16 células fueron analizados
por mudio del microscopio electronico de transmision. En Yos
embriones de 2 y 4-célules, la estructurs del nucledlo no
correspondia & 1a de uno funcioneimente actiwn, en ellos hebfa
uno estructura constituida por una masa compacia de un moterial
electro-denso. Esta estructurs, definide como precursor
nucleolar, mastraba en el embritn de 4-c8lules una infiltracifn
poriférios do crometine nucieoler. En ol embridn ds 7-célules
comienzos de sintesis y processmiento de RNA se pudo deducir
por Ta aporiciin de grénulos nucloolares. Un nucledlo tipico se
observé en el embrin de 16 célules, con la diferenciecion
intranuciecior de un componente fibriler y otro grenular
ocoracter iatico de un nuciéolo maduro.

Estos resultados muestran que duranle el desarrollo
preimplentacionsl humeno in vivo, ls expresion ghnice
embrionaria se manifiesta en el fenotipo nucleolar ol estado de
7-clules. Probablements, el proceso de diferenciacion
nucleolar comisnce después del segundo surco de segmentacion.

RESPUESTAS AUDITIVAS DIRECCIONALES EN EL MESENCEFALO DE 5.
arenarum (AMPHIBIA, BUFONIDAE). (Directions) auditory responses in
the mesencephalon of 8. arenarum (Amphibie, Bufonidee)). Pendag, M.
Departamento de Fisiologfay Bilofisica, Facultad de Medicina, Universidad
de Chile.

En verishrades torrasires 1a loalizaciin da sonids an &) sspacio
depende de Ja activided de neuronas sensibles a diferencias de intensided y
tiempo de 1legads de sonidos a amboe oidos. Los anfibios enuros utilizan
esta capacided al orientarse hacie sefiales de comunicacidn o distancia que
Tos machos emiten durenty lu époce de reproduccidn. En este estudio se
explora la direccionelidad de respuestas neuronales mesencefélicas en 2.
&enarym vy % relacions ests funcién neuronel con el reperiorio vocel
ds esta eapecie.

Las respuestas de neuronas aislades fueron registradss con
micropipetas de vidrio, preemplificades y grabedes en cinta magnética
pera posterior cuentificecion de les descargss medisnts computador. Los
estimulos consistian en tonos de 100 ms dados a través de un perlente que
rolaba en un radio de 50 cm en forno al animal. Los estimulos eren
aplioados desde posiciones espaciadas cada 307 en o1 hemicampo anterior.
56 estimulaba a la frecuencia caracterfstica de cada unidad con niveles de
sonido de 10 dB sobre el umbral minimo.

Se encontraron neuronas con respuestas direccionales de fracusncies
ooraoteristioss enire 100 y 1500 Hz. Les unidades respondian a cambios
en la direccion del onido variando el nimers y latencia de sus descargas.
Lo movorfe de los neurones descorgsbon preferentemente o 90°
contralateral a) hemisferio de registro.

Las respuestas neurales oblenides muestran en 8. srensrum um
direccionelidad similer 8 oiras especies de anuros que emiten canto
nupcial. Este evidencia contribuye ol estudio comperedo d2 la
direccionalided de las respumstas nauronalas con especies de Sufo que
corecen de sefeles de comunicacién & distancia y silo emiten
vocelizeciones de contecto.

Financiodo por CONICYT v D.1.1, Universided de Chile.

INACTIVACION DIFERENCIAL DE LAS FORMAS
MOLECULARES DE LA ACETILCOLINESTERASA (AChEK)
POR Mg*2. (Differential inactivation of AChE
molecular forma by Mg*2). Perelman, A. e

Unidad Neurobiologia
Molecular, Fac. Cs. Bioldgicas, P. Universidad
Catdlica de Chile.

La AChE, enzima que hidroliza a la
acetilcolina, se encuentra en miltiples formas
moleculares en los vertebrados. Estas difierem
en su estructura cuaternaria y en su modo de
asociacién a las membranas celulares. No se les
ha encontrado ninguna diferencia funcional o
farmacolégica en la cinética de 1la catidlisis.
Hemos encontrado que las formas diméricas (Gz)

¥y  asimétricas (A12) son selectivamente

inactivadas por MgClz 4 M; sin embargo 1la

tetramérica (G4) es sé6lo levemente afectada.

Esta diferencia observada no se debe a efectos
del distinto microambiente producto de la
extraccién de la enzima. El tipo de dominio de
anclaje de cada forma de AChE no esté
involucrado en esta sensibilidad diferencial.
Ademés, monémeros derivados de las distintas
formas se comportan de la misma manera que las
formas originales ensambladas. Todas estas
evidencias indican que las diferencias entre la
enzima G¢ y las otras dos formas ocurren a

nivel de las subunidades cataliticas. Este
hecho podria estar relacionado con alguna de
las siguientes posibilidades: (1) un
procesamiento alternativo del ARNm del gen de
la AChE; (2) un procesamiento post-traduccional
o (3) la existencia de mialtiples genes. Ademis,
basado en esta sensibilidad diferencial de las
formas Ge y At2 a MgClz hemos desarrollado

un método simple y répido que permite
determinar las formas moleculares de la AChE en
misculcs esqueléticos de rata.
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CARACTERIZACION DE LAS GLICOPROTEINAS PRESENTES EN
VESICULAS DE TUBULOS TRANSVERSALES Y RETICULO SARCO-
PLASMATICO AISLADAS DE MUSCULO ESQUELETICO DE RANA.
{Characterization of glycoproteins present on
transverse tubules and sarcoplasmic reticulum
vesicles isolated from frog skeletal muscle). Pérez,
G., Hall, K., Andersen, D., Gutiérrez, C. y Sachs,
G. Laboratorio de Membranas Biol6gicas, ' Veterans
Adainistration Medical Center-University of Califor-
nia, Los Angeles, CA 90073. (Patrocinio: M.T. Nifiez).
Las propiedades de glicosilacién de vesiculas de
tGbulos transversales (tubulos-T, cara extracitoplas-
mftica hacia adentro) y retfculo sarcoplasmético (RS)
aisladas de mGsculo esquelético de rana fueron inves-
tigadas por diversos métodos. Las protefinas se some-
tieron .a electroforesis en geles en gradiente (10-
12,5%) en presencia de SDS y posteriormente se trans-
firieron a membranas de Polivinildifluoruro (PVDF).
Proteipnas de peso molecular 150kd, 85kd y 66kd presen-
tes en el tlbulo-T y de 66kd y 5lkd en el RS
presentaron una marcacién intensa con ConA-biotina.
Al tratar las vesiculas de tGbulos-T y RS con Glyco-
peptidasa F (rompe el enlace asparaginil-oligosacari-
do) y posterior reaccién con ConA-biotina se observa
una alteracién en la movilidad electroforética de la
proteina de 150kd, y una eliminacién completa en 1la
unién de ConA a las proteinas de 85kd en el taGbulo-T
y 66kd en el RS. Marcacién de los carbohidratos por
galactosiltransferasa y ~“H-UDP-galactosa y microsco-
pia electrdnica usando técnicas de post-fijacién con
WGA-oro muestran que los sitios de unién (carbohidra-
tos) estéin hacia el lado extracelular. Por una serie
de evidencia la proteina de 85kd pareéce ser la enzima
MgATPasa. Las proteinas de 150kd y 85kd (MgATPasa)
de tdGbulos-T y 66kd en el RS al parecer presentan
una orientacién extracitoplasmdtica del componente
oligosacarido, de tipo unién-N y con un residio N-
acetil-glucosamina terminal.
Veterans Administration SMI OO1.

CONEXIONES CITOESQUELETICAS INTERBLASTOMERICAS
DEFINEN DOS ETAPAS DE LA COMPACTACION EN LA
MORULA DE RATON (Interblastomeric citoskeletal
connections define two stages of the compaction
in the mouse morula). Roxana Pey u Luis
Izquierdo. Depto.Biol. U. de Chile.

En la mdérula de ratén se establecen conexiones

citoesqueléticas interblastoméricas durante la
compactacién en condiciones normales y durante
tratamientos descompactantes con EGTA y alfa-
lactalbdmina,  pero no con CcCh. Una vez
establecidas, las conexiones no se modifican
por esos tratamientos descompactantes
Prolongados, aunque disminuyen cuando se trata

formacidn de las conexiones
determina dos etapas estructurales que ademis
son funcionalmente distintas. Los embriones,
que aun no han establecido las conexiones (2 hr
postcompactacidn), se recompactan lentamente y
despues de un retardo cuando se les transfiere
a calcio normal, pero no se recompactan en un
medio sin calcio W su recompactacién no es
afectada por Verapamil. Los embriones, que ya
han establecideo sus conexiones (4 hr postcom.),
se recompactan ripidamente  y sin retardo,
aunque se transfieran a medio sin calcio'y su
recompactacidn es inhibida por Verapamil.
Ademis, mérulas que se descompactan y mantienen
por 4 hr en EGTA (edad en «que han formado
conexiones al igual que los controles) no se
recompactan al ser restituido ‘el 'calcio al
medio sino que hasta 24 hr postcomp. La
diferencia en la cinética "de recompactacién de

con - CCD. La

la mérulay, relacionada con las conexiones,
parece ser dependiente de calcio. Dicha
diferencia no se observa en estudios de

recompactacidn cuando la descompactacién se ha
producido por tratamiento con CCD.

Financiado por: FONDECYT w U. de Chile.

COMUNICACIONES

ANALISIS DE LA SECRECION BASAL. DEL ORGANO SUBCOMISURAL
DE LA SERPIENTE ‘N. maura UTILIZANDO ANTICUERPOS Y LEC-
TINAS A NIVEL ULTRAESTRUCTURAL. (Ultrastructural inmuno
cytochemical and lectins histochemical study of the
basal secretion of the snake N. maura). Pérez-Figares,
J.M2, Peruzzo, BJ, Pérez, J.} Fernandez-Llebrez, P2,
Rodriguez, E.M.J 1) Instituto de Histologia y Patologia
Universidad Austral de Chile, Valdivia; 2) Departamen-
tos de Biologia Celular y Fisiologia, Facultad de Cien
cias, Malaga, Espafia. -

Las células ependimarias secretorias del drgano subco-
misural (0SC) de los reptiles poseen prolongaciones
basales que terminan sobre vasos sanguineos y la lepto
meninge. El material secretorio presente en estas prg
longaciones, y el #ual podria estar ubicado en el RER
o en grénulos densos descritos en dichas terminaciones
se investigd utilizando: i) un anticuerpo producido
contra material secretorio del 0SC; ii) concanavalina
A como marcador de la secrecién glicoproteica del RER;
iii) lectina de germen de trigo (WGA) como marcador de
la localizacién post-Golgi de estas glicoproteinas.
Se encontrd gque en las prolongaciones basales, el mate
rial secretorio inmunorreactivo se localiza en grénu:
los secretorios (WGA-positivos) formados en el aparato
de Golgi. Se concluye que estos granulos son transpor
tados a lo largo de los procesos basales y se acumulan
en las terminaciones perivasculares y meningeas. Esto
apoya la hipdtesis de una liberacién local del conte-
nido de estos grénulos, dado que un transporte reverso
de dichos grénulos de un extremo a otro de la célula,
para finalmente liberar su contenido al liquido cefalo
rraquideo parece paradojal. -

Grant 5-89-01 de la D.I. Universidad Austral a E.M.R.
Grant PB 870710 DGICYT a P.F.LL.
Grant BOJA 2719/88 Junta de Andalucia a P.F.LL.

EFECTO PROTECTOR DEL FACTOR NATRIURETICO ATRIAL (ANF)
SOBRE LA INFLAMACION INDUCIDA POR AGENTES VASOACTIVOS
EN MEJILLA DE HAMSTER. (Protective effect of atrial
natriuretic factor (ANF) on inflammation induced by
vasoactive agents in the hamster cheek pouch). Piddo,
C.; Garcia., B.M. y Avala, S., Departamento de Ciencias
Fisiolégicas, F.CC.BB., P. Universidad Catdlica de
Chile. (Patrocinio: M.P. Bori¢).

Se ha propuesto que el ANF actua sobre el endotelio,
aumentando la permeabilidad al agua, iones y protetnas.
Por esto se evaluo 1a posible modulacién del ANF sobre
la accion de dos tipos de agentes inflamatorios.

Se aplico tépicamente bradicinina (BK: S min 0.1,
0.3 6 1.0 uM), Glucosa Oxidasa (GOD: 10 min 1.4-10
U/ml), o peroxido de hidrégeno (H202: 10 min 0.75-7.5
mM), en la mejitla de hamster superfundida y observada
bajo microscopia intravital. La reaccion inflamatoria
se evidencio por la extravasaci6n de dextrano fluores-
cente de 150 Kd (FITC-Dex 150, 10mg iv) y se cuantifico
por la depuracion plasmatica de este trazador (Cl-Dex).

La respuesta a GOD o H202 consistio en una brusca
aparicion de miltiples sitios de escape de FITC-Dex 150
(SDE) luego de aproximadamente 30 min de latencia,
sequido de un aumento continuo en Cl-Dex hasta los
60-75 min, y su magnitud fue variable respecto de la
dosis. BK produjo un répido aumento, dosis dependiente,
en SDE y en Cl-Dex, con maximo a los 20-40 min y caida
posterior. El pretratamiento de la mejilla con ANF (0.1
uM x 10 min) inhibi6 significativamente las reaccicnes
producidas por GOD y H202, en tanto, no modifico la
respuesta a dosis altas de BK.

Estos resultados muestran que el ANF no potencia
estas reacciones inflamatorias. Al contrario, el ANF
tiene un efecto protector frente al dano multifactorial
producido por acumulacion de radicales libres: pero no
es efectivo frente a la BK, que actua directa y rever-
siblemente sobre el endotelio. Los mecanismos que
expliquen estos efectos disimiles del ANF deben ser
objeto de futuras i1nvestigaciones.

Financiado por Proyecto FONDECYT 642/89.
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CORTEZA ADRENAL: PERMEABILIDAD INTERCELULAR AL NITRATO
DE NIQUEL (Adrenal cortex: intercellular permeability
to the nickel nitrate). Piezzi R.S., Gutiérrez L.S. y
Fogal T.- IHEM, U.N.Cuyo, Mendoza.

La corteza adrenal fetal sufre importantes cambios
fisioldgicos y morfoldgicos en su trénsito a la madurez
post-natal. Interesados en estudiar las caracteristicas
ultraestructurales de los contactos celulares de la cor
teza meonatal durante el desarrollo, se realizd el si-
guiente trabajo. Se usaron ratas de 1, 4, 7 y 10 dias
de edad y se compararon con adultas de 90 dias. Los ani
males fueron perfundidos por via cardfaca con una solu-
cién de glutaraldehido al 5%, en buffer cacodilato, con
teniendo 1% de nitrato de niquel. Las muestras fueron
refijadas en osmio mds ferrocianure de K, incluidas en
Epon y procesadas para ser observadas en el M.E.

Resultados: 1) El trazador penetrd en los espacios
intercelulares de la capsula y la zona cortical. No se
observaron depdsitos de niquel entre las células croma-
fines. 2) La corteza de 1 y 4 dias muestran células se-
paradas por: a) espacios constantes (20-22 nm) permea-
bles al niquel con uniones ""gap" y b) espacios amplios
e irregulares. Se observan proyecciones tipo (microve-
llosidades) de las membranas de células parenquimales
con depdsitos de niquel en su interior. 3) En ratas de
7, 10 y 90 dias de edad los espacios son constantes y
permeables al marcador. En la reunidn de tres § mis cé-
lulas se observan "microcanaliculos" permeables al ni-
quel y finas prolongaciones citoplasmiticas que hacen
protusidn en los mismos. Se sugiere que el desarrollo
de los contactos célula-célula es un parfmetro estructu
ral dependiente de la edad, que se va organizando desde
la .capsula hacia el interior.

TIRGSINA PROTEIN QUINASA EN ESTADOS TEMPRANOS OE
DESARROLLO DEL ERIZ0 DE MAR Ietrapvgus nigec.( Tyro-
sine Protein Kinase in early development of sea wur-
chin Ietrapyous niger). Ping, E., Bustamante, M. y

s M.. Departamento de Biologfa Molecular.
Facultad de Ciencias Biolégicas y de Recursos Natu-
rales. Universidad de Concepcién. CHILE.

La fosforilacién de proteinas en residuos de serina y
treonina es 1a modificacion mas frecuente en 12 regu-
lacién de la actividad celular. Sin embargo, en la
Gltima década se ha descrito una fosforilacién en
residuos de tirosina en células neoplésicas y tejidos
normales en rdpida proliferacién catalizada por tiro-
sina protein quinasas (TPK), Esta actividad se ha
asociado ademés, a receptores de diferentes factores
de crecimiento y al receptor de insulina.

Con el objeto de determinar 1a actividad de TPK en
los primeros ciclos de segmentacion de embriones de
equinodermo, se midi6 la actividad desesta enzima a
diferentes tiempos post-inseminacién de oocitos de
erizo de mar niger determinando la incor-
poracion de 3% proveniente de ATP gamma marcado, e
el péptido [Val”) Angiotensina 11.

Los resultados obtenidos indican que existen dos
picos transientes de actividad durante el periodo
investigado, coincidentes con la transicién G4-S para
la primera y segunda onda replicativa respectivamen-
te. )

La actividad TPK encontrada presenta mtxims activ%dad
apH 7,0y 10 °g‘ es activada por an', Mg<t y ca®t e
inhibida por Zn“", Se determindé una Km aparente para
MnATP de 22uM.

Proyecto FONDECYT 0789-88
Proyecto Universidad de Concepcibn 20.31.29.

EFECTO DE UNA [NYECCION DE 100 U.l. DE hCG SOBRE LOS RE-

CEPTORES PARA ESTEROIDES EN CELULAS INTERSTICIALES DE
TESTICULO DE RATA. (Effect of 100 U.i. hCG injection

on steroids receptors of rat testis interstitial_cells).
Pino, A.M. y Orszag A. )

Unidad de Biologia de la Reproduccién, INTA, Universi-
dad de Chile. (Patrocinio: L. Valladares).

La actividad esteroidogénica testicular resulta de la

actividad metab6lica de las células de Leydig, estas cé-

lulas producen, ademids de testosterona (T}, otros este-

roides como estradiol (E) y pregesterona (P). Se ha des-

crito que las células de Leydig tienen receptores espe-
cificos para los esteroides mencionados. Nosotros hemos
propuesto que estos esteroides podrfan tener una accidn

hormonal en la célula que los sintetiza. En este trabajo

utilizamos una inyeccidn de 100 U.l. de hCG, porque se

conoce su efecto dramitico sobre la actividad esteroido-

génica: se observa una produccién bifisica de T, con mi
xima concentracidn plasmitica en las 2 y'72 h.y un pe-
riodo refractario en que aumentaria la cencentracién de

E y P. El objeto de este trabajo fue analizar el efecto .

de esta modificacién de la produccion de los esteroides,
sobre la concentracidn de los receptores correspondien-
tes. El estudio se realizd en células intersticjales de
ratas adultas inyectadas o né con 100 U.l. de hCG. Lue-
go de distintos tiempos (2-96 .h), se obtuvo fracciones’
de citoplasma y niicleos que se incubaron con concentra-
ciones apropiadas de 3H-esteroide, en presencia O ausen-
cia de un exceso de 13 hormona no marcada. Los resulta-
dos obtenidos demuestran que la distribucién de la acti-
vidad ligante para E, T y P en citoplasma y nicleo, se
encuentra relacionada con la produccidn celular del es-
teroide correspondiente; este modelo permite demostrar
una accion funcional de los 3 receptores analizados y
una interrelacion funcional entre la accién de E y P.

Financiado por FONDECYT Proy. 973-88 y 1024-89,

DESARROLLO OE UN SISTEMA COMPUTARIZADO PARA ENTRENA-

MIENTO DE RATAS EN TAREA DE DISCRIMINACION  VISUAL

SIMULTANEA. (Development of a computarized system

for simultaneus visual discrimination in rats).

T.: Jenkins, W.M.*; Passiq, C.; Arraztoa,
H.; Patit, D. y Olivares, R.

a y Bloflsica, Fac. de i:alclno. U. de

og
ﬁg:le. *ODept. of Physiol & Otolaryngology, U. Cal. SF.

Con el objeto de automatizar un sistema da discri-
minacién visual simulténes, se modifics la caja de
saltos de Sutherlend en el siguiente sentido: comparti
miento de partida, plataforma de eleccién (discrimi-
nanda: trifngulo blanco erecto vs, invertido), dos com
partimientos comederos y dos corredores laterales que
comunican el comedero con ta caja de partida. A través
de una Iinterfase anflogo-digital se conect§ la caja-
modificada con un PC Apple lle, el cual comanda y re-
gistra su funcionamiento. El programa incluye un méto-
do de correccién (COR) y uno sin (NON). 12 rates albi-
nas hembras de 2 meses de edad, deprivadas al 80% de
su peso fueron repartidas en dos grupos:Grupo 1 (N=7)
con entrenamiento manual en una caja de igual disefio y
Grupo 2 (N=5) con entrenamiento automatizado usando 3
sesiones COR y luego NON. Cada sesiSn incluyS 20 enss
yos. RESULTADOS: £} grupo entrenado manualmente logrd
criterio de aprendizaje (803 o més de respuestas co-
rrectas) con un promedio de 171 ensayos (SD=39.3A),
en la modalidad automatizada requirieron un promedio
de 224 ensayos (SD=8.94), no encontréndose diferenclas
significativas entre ambos grupos. La caja modificada
imprimié al proceso de aprendizaje caracterfsticas di-
ferentes: 1 Porcenta;es de respuestas afs altos
(90-1003) y estables,2)Ascenso abrupte de la curve de

aprendizaje. La ventaja de ls automatizacién en sl y
la menor entrega da claves por parte del experimenta-
dor, serfan inherentes al sistema.

Proyecto FONDECYT 118/88.
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IDENTIFICACION DE GUANILIL TRANSFERASA DE ROTAVIRUS.
(Identification of rotavirus guanilyl transferase)

Pizarro, J., Fernéndez, J. y Spencer E, Unidad de
Virologfa. INTA. Universidad de Chile.

Rotavirus est& constituido por al menos 7 proteinas
estructurales y los 11 segmentos de RNA de doble hebra
que constituyen el genomio. El virus activado "in vitro"
tiene la capacidad de transcribir el genomio sinteti-
zando los 11 mRNA correspondientes; los productos
contienen un extremo cap en el 5' terminal y su
tamafio es igual a una hebra de templado. La transcrip-
cién requiere de tres actividades enzimiticas asociadas
a la partfcula: la BNA polimerasa, la guaniltransferasa
¥ una ATPasa. Si bien hay evidencia® que Vpl és 1la
transcriptasa, respecto a. las otras dos actividades
no se tiene informacién sobre que protefna estructural
es la responsable. Mediante el empleo de un ensayo
que consiste en determinar unidén covalente de GIP
a proteinas, hemos determinado que Vp3 serfa la
guaniltransferasa. Este ensayo es especifico para
este tipo de actividad y finico para las guaniltrans-
ferasas. La actividad &ptima se obtiene en presencia
de MgCl2 a una concentracién 15 mM o con MnCl2 a
concentracién de 10 mM, es inhibida por reactivos
tales como DTT y tiene un pH 6ptimo de 7.9. La unién
en presencia de MgCl2 es especifica para GIP y dGTP.
Cuando se usa MnCl2 puede unir ademas de los anteriores
otros nuclebtidos trifosfato. La actividad se ha
detectado. en diferentes aislados  virales como en
cepas de rotavirus crecidos en cultivo como virus
SAll. La asociacién de esta actividad con Vp3 se
determiné usando diferentes subparticulas virales
obtenidas "in vitro" tales como virus completo,
de simple cubierta y core. Este iiltimo solo contiene
Vpl, Vp2 y Vp3. Al analizar la movilidad electroforé-
tica del complejo se puede observar que este comigra
solo con VP3.

Financiado: Proyecto FONDECYT #1017 y Fundacién Andes.

SOBRE LOS ELECTROCITOS DE LA RAYA PATAGONICA
Psammobatis extenta. (On the electrocytes of
the Patagonian ray P. extenta), Prado Figueroa
M. y Barrantes, F. -INIBIBB-UNS~CONICET.

Para estudios del sistema colinérgico se
utilizan m&s los 6rganos eléctricos de Torpe-
diniformes que de Rajiformes. Nuestras inves-
tigaciones se centraron en la bfisqueda, loca-
lizacién y anilisis ultraestructural de los
6rganos eléctricos en rayas Patagénicas (Raji
formes).. Los localizamos en la especie, por
nosotros determinada: P. extenta; &stos son
de posicién caudal, alargados, cilindricos y
macroscopicamente presentan alvéolos. Para el
estudio ultraestructural de los mismos se pro
¢edis a seccionarlos en fragmentos de lmm de
secciédn y a fijarlos en glutaraldehido al 1.5
% en tampén fosfato 50 mM, pH 7.4 y luego a
postfijarlos en 0sO4 al 1% en el mismo tampSn
a 4°C y siguiendo los métodos clésicos. El a-
ndlisis al microscopio electrénico de transmi
8ibén revela la presencia de: electrocitos,
axones terminales, células satflites y numero
sas fibras de coldgeno. Los electrocitos son
células de forma semicircular, con dos regio-
nes bien diferenciadas: una anterior -céncava-
inervada y otra posterior —-convexa- no inerva
da. En su citoplasma se localizan numerosos
filamentos de actina, ordenados en paralelo,
con 1fneas % bien definidas. Los axones termi
nales son numerosos, redondeados y en la re-
gién postsiniptica se ubican los nficleos del
electrocito; con muchas similitudes al miscu-
lo estriado y marcadas diferencias con los 6r
ganos eléctricos de los Torpediniformes. Este
sistema descrito podrfa servir como modelo i-
deal para estudios de la sinapsis colinérgica.

Financiado por el CONICET, Argentina.
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TRANSCRIPCION DE ROTAVIRUS HUMANO: ESTUDIO DE INHIBIDO- .

RES Y ACTIVIDADES ENZIMATICAS 'ASOCIADAS A LA TRANS-
CRIPCION. (Human rotavirus transcription: Study
of inhibitors and erizimatic activities related to
the transcription). Pizarro, J.M., Spencer, E. Unidad
de Virologfa. INTA. Universidad de Chile

Se ha descrito que la formacién de la estructura
Cap en el extremo 5' de los mensajeros virales y
la hidrélisis de ATP, son dos eventos indispensables en
el proceso de transcripcién en Rotavirus. Con el
fin de poder contar con un inhibidor efectivo de los
eventos de transcripcién y/o replicacién, se utilizd
una serie de anélogos, tanto de S—Adenosilmetionina
(SAM), como de nuclebtidos, especialmente de ATP,
en sistemas "in vitro" e "“in vivo". Experimentos reali-
zados con S-Adenosil homocistefna y Homocistefna tio-
lactona, anflogos Ko metilantes de SAM, demostraron que
no poseen efecto inhibitorio eficiente al agregarlos al
sistema, solos o en presencia de SAM.

Se probd el efecto de anflogos de nucleStidos con
modificaci6én a diferentes niveles en su estructura qui-
mica. S6lo los que posefan modificacidn en el azficar,
tales como: Ara ATP, Ara CTP, Cord TP y 2'-3'dialdehido
ATP resultaron ser eficientes inhibidores "in vitro",
encontréndose un efecto irreversible para éste Gltimo.
Mediante el uso de 2'-3' dialdehfdo ATP radiactivo,
se logré determinar a VP3 como protefna de unién, 1la
que ademfs tendria caracteristicas de "GTP binding
protein”. Los resultados obtenidos al utilizar
anflogos de nuclebtidos "in vivo", demostraron tener
correlacién con los resultados "in vitro": Cord y Ara A
presentaron efecto inhibitorio tanto de la transcrip-
cibn como de 1la replicacién. Concomitante con estos
resultados, se detectd una actividad ATPasa asociada
a la particula viral, determindndose 1la presencia
de dicha actividad, en el "core" viral.

Este trabajo estd financiado por el proyecto
DTI #B-2175-8844 U. de Chile y proyecto Fondecyt #1017.

EFECTO DEL SUELO SOBRE LA FORMACION DE RAICES
PROTEIFORMES. (Soil influence on the forma-
tion of proteoid roots). Ram{rez, C., Contre-
ras, D., San Mart{n, C. Yy Kuschel, M. Insti-
Tuto de Bo ca, Facultad de Clencias, Uni-
versidad Austral de Chile.

Las rafces proteiformes son conglomerados
locales de raicillas neoténicas, con gran
cantidad de pelos radicales que aumentan la
absorciSn. En una misma especie presentan
gran variacién, dependiendo de las condicio-
nes en que se desarrolla la planta. Se estu-
di8 la influencia de diferentes suelos en la

formaci8n de rafces proteiformes de Gevuina

avellana, el avellano chileno.

Se trebaj8d con suelos de escoria volcéni-
ca, trumao, aluvial, rojo arcilloso y de laja
descompuesta. Con cada suelo se llenaron 50
macetas y en cada una, se sembr§ una pléntula
de avellano. A los 270 dfas se cosecharon las
plantas, procediendo a contar, medir y pesar
las rafces normales y las proteiformes.

El mayor nGmero de conglomerados se pre-
sent8 en el suelo trumao y el menor, en laja;
en cambio, la mayor biomasa se encontré en el
rojo arcilloso y la menor, en la escoria vol-
cénica y en el trumao aluvial. En el rojo ar-
cilloso hubo mayor aglomeracibdn de suelo. La
relacién v&stago/raf{z fue menor en este mismo
suelo, presenténdose como el menos favorable
para el desarrollo del avellano. E1 mayor va-
lor se alcanz§ en el trumao aluvial. E1 tama-
fio promedic de los conglomerados fue mayor en
la escoria y menor, en el trumac aluvial. Es-
tos valores se relacionaron con variables f{-
sico-quimicas de los suelos.

(Proyecto N@ S - 85 - 27 de la DID-UACH)
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ESTIMJLACION DE LA TRANSCRIPCION DEL GEN DE'ERITROPOIETI

NA Y CINETICA DEL mRNA EN RESPUESTA A HIPOXIA Y COBALTO.

(Stimulation of erythropoietin gene transcription and
kinetic of messenger RNA during hipoxia and cobalt expo-
sure) . Ramirez, S., Schuster, S., Piderit, A., Badiavas
E. y Caro, J. Carc’leza medﬁoﬁ Thomas jefférson U.
Philaaelpﬁla, P.a. USA. (Patrocinio: J. Puente)

La produccién de Eritropoietina (EPO), en higado fetal
y en rifién adulto es modulado por cambios en los niveles
de oxigeno en el tejido. La hipoxia estimula la produc-
cién de EPO e induce un aumento especifico del RNA mensa
jero (mRNA), el cual mo es detectable en condiciones nor
males. Para caracterizar la regulacibn del gen de EPO se
usd una 1inea celular de hepatoma Hep 3 B, que expresa
el gen en forma regulada ante hipoxia o en presencia de
cobalto. La cinética de induccién de las células por
efecto de hipoxia mostré niveles detectables de mRNA a
las 2 hrs, mientras que los niveles de EPO determinados
por RIA, se observaron alrededor de 5 hrs después de co-
menzar la induccién. Cuando las células fueron inducidas
con cobalto 50 uM la respuesta fue mis lenta, 4 y 12hrs
respectivamente. Al descontinuar la hipoxia o cuando el
cobalto fue removido del medio, se observé una ripida
cafda del mRNA y una disminucién de la produccién de EFO.
La respuesta a hipoxia ya no se observa cuando las- célu-
las son inducidas en presencia de cicloheximida 15 uM
mientras que en otros genes {GAPIH) no hubo efecto, o se
observé un aumento en los niveles de mRNA (c-myc).

Experimentos de "RUN-ON" con niicleos aislados de célu-
las crecidas en condiciones normales (20% 02) o hip6xi-
cas (1% 02), mostraron oue hipoxia estimula la transcrip
cidn del gen, confirmando 1o que habiamos observado con
niicleos aislados de rifiones  de ratas expuestas a hipoxia
(Blood 73:13, 1989).

Podemos concluir entonces que la regulacidn del gen de
EPO es controlada al menos en parte a nivel de la trans-
cripcién, y que se requiere sintesis activa de proteinas
y de la presencia continua del inductor para que se mani
fieste la respuesta. -

TcAS: UN ANTIGENO INMUNODOMINANTE E INNUNOGENETICAMENTE
DEFINIDO DE T.cruzi (Tc45: an  issunodosminant and
issunogenetically defined T,cruzji antigen).
Rapos, R., Juri, M.A., Aguillén,
J.C. y Ferreira, A. Depto. Bioclogia Celular y Genética..
Facultad Medicina Norte. Universidad de Chile.

La respuesta humoral de las cepas de ratones
congénicos para H-2, A.Sw(H-2=) y A.CA.(H-2%),
es cualitativamente diferente frente a inmsuni-
zaciones con I, cruzi presentado . de acuerdo a
tres protocolos (tripomastigotes sonicados,
epimastigotes vivos vy tripomastigotes vivos)
En los tres casas la cepa A.Sw reconoce un
polipéptido de 45 kDa en inmunoelectrotransfe-—
rencia (IET) contra extractos totales de tripos
o epis. La cepa A.CA consistentemente fracasa
en reconocer a Tc45 y, al ser inoculada con
tripos vivos, el 1007 de los anisales mueren deé
chagas agudo a)l cabo de 12 dias de post-
inoculacidn, situacién que captrasta con los
ratones A.Sw que sobreviven indefinidamente.

Te4S ha sido purificada por electrolucidén de
segmentos de poliacrilamida y conserva sus
propiedades antigénicas para :la cepa A.Swy
Experimentos en curso muestran que Tcas
purificado es reconocido discriminativamente
por sueros husanos positivos para J. cruzi.
Intentamos, ademds, localizar Tc45 a nivel
subcelular para proceder a su purificacién
seaipreparativa. Por altimo se realizan
experimentos de segregacién a partir de
cruzamientos entre A.CA y A.Sw, para defininr
formalmente la asociacién entre H-2 vy 14
capacidad de reconocer a Tc4Sl.

Financiado por FONDECYT N®0191-88, DT1, U. de
Chile N®M2901-8813 Yy UNDP/WORLD BANK/WHO
880198.

ANALISIS DE OCHO ALOANTIGENOS ERITROCITARIOS DEL RATON
LIGADOS A H-2. (Eigth H-2-1linked new alloantigens in
the mouse). Ramos, A., Carrefio, H. y Hoecker, G. Depar-
tamento de Biologia Celular y Genética, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile.

Los antigenos de trasplante del complejo mayor de histo-
compatibilidad son abundantes en las células nucleadas
¥y muy escasos o ausentes en los glébulos rojos (GR) y el
suero (Klein, 1965). El hallazgo de antigenos ligados
a H-2, abundantes en los GR y presentes en el suero
(Ramos et al 1987) nos llevé a buscar nuevos antigenos
de este tipo. Para esto, inmunizamos con GR 11 combina-
ciones diferentes de dadores y receptores de las cuales
algunas eran H-2-congénicas o congénicas-recombinantes
y otras eran de cepas de diferente origen.

Los antisueros probados .contra un panel de 10 cepas
H-2-diferentes mostraron que los GR de 3 de ellas reac-
cionaban con un mismo patrén (A.CA anti-A; A.CA anti-
B10.D2; A.CA anti B10.A) y otras 2 reaccionaban con
un mismo patrén pero diferente a las anteriores. Los
6 antisueros restantes eran positivos para antigenos
diferentes a los anteriores. En total, escos antisueros
identifican, por lo menos, ocho antigenos celulares
nuevos para el ratén. El anflisis por absorcién con
GR de uno de estos antisueros, A.CA anti-Bl10, muestra
que cuatro antigenos de B10 son compartidos con las
cepas A/Sn.. C3H, HIG y A.SW. El patrén de reaccién
de las cepas congénicas para H-2 permite postular que
estos cuatro nuevos antigenos estén determinados por
genes ligados a H-2 cuya expresién en los GR difiere
de los clésicos.

Se presenta el anAlisis molecular de estos antigenos
utilizando DOT y Western Blotting, con segundo anticuer-
po ligado a peroxidasa o radiomarcado con 1.

Financiado Proyecto Fondecyt 89-782
Proyecto D.T.I. B.2688-8934 U. de Chile.

DENSIDAD RELATIVA DE FELIDOS Y CANIDOS EN EL SUR DE CHILE. (Relative
density of felids and canids in southern Chile). Rau, J. (1), Marti-
nez, 0. (2), Muioz, A. (3), Azécar, R. (4) y Low, & (1) Lab.” de
Ecol., 1.P.0., Osorno (1), Inst. de Ecol. y Evol., UACH, Valdivis (2),
Depto. CC.MN. P. Univ. Catdlica-Temuco (3), Depto. Educ., I. Munici-
palidad de Pto. Octay, Osorno.

Con objeto de iniciar monitoreos para detectar cambios en las ten-
dencias anusles de las poblaciones de mamfferos carnivoros terres-
tres se utiliza el método de visitas a estaciones de atraccidn olfa-
tivas (Linhart y Knovlton. Wildl. Soc. Bull., 3: 119-124, 1975). A
este wétodo se le hicieron las siguientes modificaciones: o) emplec
de diferentes substratos artificiales (papel ahumado, tinta ectogri-
fica, paste de yeso y aceite cubierta por plastico transparente so-
bre una base de maders pintads 3l 6leo i.e. Estaciones Transporta-
bles; b) utilizacién de orina de gsto montés americano, obtenida co-
mercialments, saturando una tableta de yeso; c) transformacién de

13 frecuencia de visitas (f) a densidad relativa (d), de acuerdo con
la relacidn d=-1n(1 - f).

Entre julio '88-julio '89 se efectusron 19 muestreos vilidos en 8
localidades situadas entre las provincias de Cautin y Llanquihue.
Felis concolor fue registrado en 6 musstreos (32%) y en 3 localida-
dos (37R); F. guigna en & (21%) y 2 (25%), respectivamente; Pseuda-
lopex grisoﬁi en 5 (26%) y 2 (25%), respactivamente. En 9 muestreos

se detectd al menos una de las tres especies. La frecuencia
mis alta de visitas (d=0,429) se obtuvo en primavera .

Se estima que el disefio metodoldgico mis apropiado para las condi-
ciones climaticas del sur de Chile consiste en el emplec de un tran-

sscto conformado por 10 estaciones .transportables, espaciadas 1000
nts. entre si.

Estudio financiado por D.I. IPO y FONDECYT.
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LA ESPASTICIDAD MODIFICA EL CITOESQUELETO DE

AXONES HUMANOS. {(The cytoskeleton of axons in-
nervating spastic muscles is abnormal).Repetto,
G., Vergara, J.,U.Neurobiologia Molecular, Fac.
Ciencias Biolégicas, UDA Ortopedia y Traumato-
logfa, Univ. Catdlica (Patrocinio: Alvarez, J.)

La hiperactividad aguda aumenta los micro-
tibulos (ut) axonales, o sea, los eventos i6ni-
cos de la membrana se acompafian de modificacio-
nes del citoesqueleto axonal. Se estudié el
efecto de la hiperactividad crénica sobre el
citoesqueleto.

La espasticidad se caracteriza por una
hiperactividad mantenida de las fibras motoras
y propioceptivas. En pacientes espdsticos suele
efectuarse la neurectomfa del obturador, asf
como en la displasia congénita de cadera, la

ue se asocia a midsculos con actividad normal
controles). En nervios de 3 nifios de cada con-
dici6n se estudi6 los ut axonales con el micros
copio electrénico.

En fibras amielfnicas (sensitivas y auto-
némicas), la densidad fue de 57+6 y 59+0 pt/um2
en los nervios controles y espdsticos, respecti
vamente. Los axones mielinicos de 3 um corres-
ponden a axones gama: los controles tenfan 18.7
+1.1 ut/pm2 y los espisticos, 37.6+3.7 (+100%).
Las fibras de 10 um corresponden a fibrase< y
propioceptivas de husos musculares: los contro-
les tenfan 11.8+0.8 pt/um? y los espdsticos
18.0+0.4 (+53%). Las diferencias entre grupos
son significativas.

E1 incremento selectivo de los microti-
bulos de las fibras que inervan misculos espds-
ticos indica que la hiperactividad crénica
modifica 1a ultraestructura del axoplasma. En
consecuencia, las demandas funcionales pueden
regular la anatomfa de la neurona.

EFECTOS DEL EXTRACTO BUTANOLICO DE Tropsselum tuberssum “meshua™ EN
CELULAS MERISTEMATICAS DE Alliem cepa L. (Effects of T. Tnberessm
butamolic extract on A. ceps meristematic cells). Retuerto, F., Goa
zéles-Figueroa, H. y Llerems, G. Lab. Biologfa Celular. Inst. Iav,
"Antonio Raimondi". Fac. Ciencias Bioldgicas. ‘Usiv. Nac. Mayor de
San Marcos. Lims, Perdl.

Es comocido que sl sxtracto de T. tuberesws "mashua”, tubdrculo
comestible de los Andes de Sud-América, costisms p-methoxybeacilglu
cosimolato como su mayor metabolito secundsrio, atribuyéndole esta
sustancia propiedades citotbxices y cancerostiticas. Cos la fimali
ded de estudiar el efecto del sxtracto butsnélico sobre 1s dimimica
celulsr, se ba utilizcdo meristemos radiculares de Allfws ceps.

Bulbosg de A. ecepa com raices de 2-) cams. de loagitud, mentesidos
s 2520.5°C on sgua aereads constantemente, se sumergierom en solu-
ciones de extracto butasdlico de "mashua” al 0.1% y 0.5% por 1,3 y
6 hs. respectivamente, snslizéndose el indice mitdtico (IM) y el in
dice de fases (IF) de ls poblaciom meristesfitica en tratamiento.

€1 fadice mitdtico en las células meristemdticas que permanecie-
ron en extracto butasblico (0.1%), desciende sigaificativamente des
de un IM=12.5 (1) o un IM=2.1 3 las 3 hs. decreciendo ain mis
IM=0.16 a las 6 hs. de tratamiesto. Por otro lado, les célulss tra
tadas con extracto butamdlico (0.5%) evideacism us mercado efecto
citotoxico por la preseacia de aberraciomes crosesimicas del tipo
de pusntes anafisicos, pusstes telofisicos y wetafases adhesivas.

Los résultados sugieren que sl axtracto butesdlico (0.1%) de V.
tuberesus "mashus™ ejerce su accide posiblemente sobre algin compar
timiento del periodo imterfisico alterando la dimdmica celular de
1a poblacidn meristemitica.

"1987). Para
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LOCALIZACION SUBCELULAR DE LA ENZMA v-GLUTAML
TRANSFERASA EN TRYPANOSOMA CRUZI(Subcellular
locatization :f the enzyme rv-glutamyltransferase d‘:
T. cruzi) epetto, Y. Moncada, C. Departamento
BioquTmica, F‘acuitad de Medicina y Departamento de
Toxicologfa y Far logfa, Facultad de Ciencias
Quimicas y FarmaceQticas, Universidad de Chile.

La r-glutamil transferasa (v~-GTP) es una enzima
importante en el metabolismo del glutatidn (GSH) vya
que inicia su degradacion. La actividad catalftica se
encuentra unida principaimente a la membrana
plasmatica, retfculo endopldsmico y Golgi. Estudios
bioqufmicos previos en epimastigotes de T.cruzi de
esta  enzima indican que: no se observa actividad
cuando se utilizan parasitos intactos y al efectuar
un fraccionamiento subcelular la actividad se
encuentra en el citosol. Estudios citoquimicos al
microscopio electrdnico muestran la presencia de la
enzima en la mbrana citoplasmatica, dentro de
microcuerpos y en menor grado en ¢l citosol

Para dilucidar esto se determind la actividad de la
r-GTP en epimastigotes de T cruzi en las siguientes
condiciones ~Fijados con “giutaraldenfdo a la
concentracidon que se utiliza para los experimentos
citoquimicos. -Rompimiento selectivo de membranas
celulares por tratamiento con digitonina.
-Fraccionamiento subcelular .luego de ruptura en
mortero.

Se observd que al fijar los parasitos con
glutaraidehido se encuentra actividad r-GTP lo que no
sucede con los parasitos intactos. Los resultados con
digitonina indican que la actividad se encuentra
mayoritarimente en el citosol ya que a bajas
concentraciones de digitonina (0.img/mg protefna) se
encuentra la actividad soluble., De acuerdo a estos
resultados y a los obtenidos por citoquimica y
fraccionamiento subcelular esta enzima se encontrarfa
ubicada en T.cruzi. en dos compartimentos
celulares,en el citosol y tambisn en un organelo
semejante a los glicosomas.

Financiado por: FONDECYT, O.EA. y DTI U. de Chile.

'MODIFICACION QUIMICA DE LA CISTEINA-128 DE FRUCTOSA-1,6-

BISYOSFATASA CON REACTIVOS DE DISTINTO TAMANO (Chemical
modification of cysteine-128 of fructose-1,6-
bisphosphatase with reagents of different sizes). Raves,
A., Bravo, N. y Slebe, J.C. Instituto de Bioquimica,
Universidad Rustral de Chile, Valdivia.

El bloqueo de cistefina-128 con N-etilmaleimida (NEM)
insensibiliza de su inhibicién por fructosa-2,6-
bisfosfato (Fru-2,6-P«) a la fructosa-1,6-bisfosfatasa
renal de cerdo (Reyes gt al, J. Biol. Chem. 262, 8451,
caracterizar el mecanismo de esta
desensibilizacién, se tratar la cisteina
reactiva con modificadores de distinto tamafio, para
distinguir el bloqueo de un residuo esencial de un
efecto estérico inducido por el agente bloqueador.

La cisteina reactiva de la bisfosfatasa fue
modificada especificamente con ditionitrobenzoato
(DINB), NEM y cianato, mientras un ciano-derivado se
aislé por desplazamiento de tionitrobenzoato con KCN
desde la enzima tratada con DINB. En todos los casos se
determind una estequiometria de unién de 1 mol de
reactivo por mol de monémerc y la enzima tratada con NEM
o cianato no reacciona con DTNB, apoyando la idea que
los reactivos reaccionan con el mismo grupo SH.

Un nivel de 100 veces el Iso para Fru-2,6-Pe de la
enzima nativa s6lo indujo un 35% de inhibicién en los
derivados DTNB- y NEM-enzima. En contraste, el bloqueo
con cianato afect6 levemente a la inhibicién, mientras
el CN-derivado no mostré diferencias con la enzima
nativa. En todos los casos, el bloqueo de la cisteina
reactiva no alter6 los valores de Km o Iso para el
inhibidor alostérico AMP.

Los resultados indican que la desensibilizacién es
claramente dependiente del tamafio del modificador
empleado. Luego, cisteina-128 estaria cerca del sitio
de unién para Fru-2,6-Pa, de manera gque la
desensibilizacién de la enzima se explicaria mediante
impedimento estérico (Financiado por proyectos: DIC-
UACH, S8-89-37; FONDECYT, 188/89).
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MADUREZ SEXUAL Y FOLICULOGENESIS POSTNATAL EN PUDU PUDA
{MOLINA) (MAMMALIA, CERVIDAE) (Sexual Maturity and Post-
natal Foliculogenesis in Pudu puda)Reyes, E., Albornoz,
J., Medina, V., Vejar, X., Coloma, L., Acuila, A. Fac.
Ciencias Bilolégicas y de Recursos Naturales, Depto. Bio-
logfa Molecular, Universidad de Concepcién. (Patrocinio
G. Cea).

Pudu puda, ciervo enano, endémico del sur de Chile en
la actualidad estd considerado como especie vulnerable,
de la cual no existe informacién respecto de su gdnada
femenina. Observaciones previas de animales en cautive-
rio han permitido determinar que las hembras nacidas en
primavera al afio de vida alcanzan un fenotipo del adulto
la madurez sexual la alcanzan entre los 15 y 18 meses de
edad y a los dos afios nacen de ellas sus primeras crias.

En relacién con la génada y con el fin de visualizar
el estado madurativo de ella se analizaron ovarios de
hembras recién nacidas, de 3, 6 y 12 meses; en hembras
adultas se obsgervd cortes histoldgicos de hembras en
perfodo de celo, gestante y parturienta, Todo el mate-
rial se fi}d para su anidlisis por microscopio foténico,
en Bouin y se realizé la té&cnica histoldgica de inclu -~
sién en parafina.

Los resultados indican que las dimensiones promedio
de los ovarios de recién nacido fueron de 4 x 1.5 mm y
el de adultos de 9 x 4 mm.

Los ovarios de recifn nacidos mostraron abundante can
tidad de foliculos primordiales como ocurre en otros ma-
miferos; pasado los 6 meses de edad la génada mostrd la
presencia de antro en varios de sus folfculos y en los
adultos se destaca la presencia de folfculos maduros en
ovarios obtenidos en el perfodo de marzo-abril, &poca
que coincide con la actividad sexual de la especie y la
presencia de abundante cantidad de espermatozoides en
los machos.

Proyecto 20.30.09 CONAF, VIII REGION
Proyecto 20.31.16 DIC, Universidad de Concepcién

CAMBIOS MORFOLOGICOS Y FUNCIONALES DEL INTERSTICIO TESTI
CULAR DURANTE LA PUBERTAD DEL MONO CEBUS.{(Morphologicasl
and functional changes in testicular interstitial cells

dunng puberty in the Cebus monkey). m
Divist crinolo-

gla,Hospital de Ninos R.Gutidrrez y CEMIC, Bs.Aires.
Nuestro objetivo fue estudiar La maduracidn intérsticial
del testfculo durante el perfodo puberal en primates.
Estudiamos 2 grupos de monos Cebus: 61 representd el co-
mienzo de la pubertad(edad=2+0.2 afos, volumen testicu-
Lar=0.2740.03 ml) y G2, el fin de La wisma(edad=6.25+0.5,
vol.testic.=1.53+0.38). EL volumen ocupado por las el
Lag de Leydig aumentd 142.8X en el perfodo estudiado(Gi=
0.07+0.01mL ,62=0.17+0.04). Histolégicamente se observd
células de Leydig maduras e inmaduras en ambos grupos,
en proporciones diferentes. EL nimero total de células
deéLeyd1g por testfcule auzenté 111.8%(61=41.6+10.2 x

107 céls.,62=88.2427.9 x10° céls.). EL volumen medio de
Las células de Leydig(maduras e inmaduras) mostrd un pe~
quefio gunento del 15.6% que no fue significativo(61=1678
+431um°,6221940+283). Para evaluar la funcidn.intersti-
cial realizamos incubaciones de tejidoztesticular y me~
dimos Lliberacidn de andrégenos(T+DHT). La T+DHT Llibera=-
da al medio fue de 363+104 ng/h/testfculo en G1 y 3u9
+169 en 62, y de 8.1+1.0pg/h/106ckls. en 61 y 4.142.3
en 62. EL estudio morfolég!co con microscopia electré-
nica mostrd ya en G1 células con reticulo endoplésmico
liso y mitocondrias con crestas tubulares. En G2 mostrd
ademds células de citoplasma denso con escaso retfculo
endoplismico y mitocondrias con crestas transversales.
Los datos presentados muestran que durante la pubertad
del mono Cebus, el volumen intersticial crece debido a
un aumento en el nimero y en menor medida en el tamafo
sledio de’las células de Leydig(maduras e inmaduras).Es-
tas células son activas ya desde el comienzo del perfo-
do puberal. La menor liberacidn de andrégenos por célu~
La de Leydig en el grupo de fin de pubertad podria ex-
plicarse por la heterogeneidad celular del intersticio
con la presencia de una subpoblacidn de células en re-
poso o menor actividad funcional.

EFECTOS - BIOLOGICOS DE ACEITES MARINOS Y
FUNCION PEROXISOMAL. Biological effects of
fish o0il and peroxisomal function. Reyes.R.,
Solis de Ovando,F., del Valle,R., Migquel,A.,
Barriga,C., Velasco,N., Vera,G., Arteaga,A.,
Leighton,F., y cols. Departamento de Biologia
Celular, P. Universidad Catélica de Chile y
Depto. de Nutricién, Universidad de Chile.
(Patrocina: L. Vargas)

Los aceites marinos son ricos en 4cidos grasos
poliinsaturados n-3 de cadena larga, (PUFA n-
3); principalmente EPA (20:5 n-3) y DHA (22:6
n-3)., EPA y DHA mediarfan las respuestas
biolégicas que se le atribuyen al aceite. Nos
interesa evaluar el efecto del aceite de
pescado nacional a nivel  de: funcién
peroxisomal, lipidos, y eicosanoides. Se han
iniciado observaciones en ratas y se
continuarin en humanos. En ratas hemos
realizado mediciones con 5, 10 6 18% de grasa
en la dieta, y con razones n-3/n-6 de 0,2; 1,0
y §,0, por 3 semanas: Se observé que al
aumentar la razén n-3/n-6 en la dieta, auments
la incorporacién de EPA y DHA a fosfolipidos
de membrana de glébulos rojos y de plaquetas
¥ que TxB; en suero, disminuye. Triglicéridos
¥y colesterol séricos no se modificaron. La
oxidasa peroxisomal de Acidos grasos, marcador
de 1la capacidad oxidativa del organelo,
aumenté, correlacionando con el nivel de
incorporacién de PUFA n-3. Se confirma as{ que
EPA y DHA se incorporan a fosfolipidos de
membrana, modifican la sintesis de
eicosanoides, y se confirma nuestra hipétesis
de que 1los peroxisomas participan en 1la
respuesta biolégica a la administracién de
aceite de pescado en la dieta.

(Financiado por Proyectos FONDECYT 250/88 y
PNUD CHI/88/017).

INMUNOLLOCAL IZACION DE FOSFOLIPASA A2 EN ESPERMATOZOI-
DE MAMIFEROS. (Immunolocalization of FLAZ in
saasplian spermsatozoa).

% P. Dpto. Biologia
Celular y Ganética, Fac. Medicina, U, de Chile y
$CIB., CBIC, Madrid, Espafa.

La fosfolipasa A2 (FLA2) es una enzima dependiente

de Ca++ asociada a la(s) membrana(s) del espersato~
zoide de mamifercs y que se ha vinculado a los
eventos moleculares conducentes a la reaccion del
acrosoma (RA) a través de sus productos ds reaccién.
El resconocimiento de esta participacién la relacionan
con estructuras de la regidn anterior de la cabeza
del espermatozoide (membrana plasmitica y/o acrosé—
mica sxterna). Con el objeto de aclarar su posible
localizacion se realizé el presente estudio usando
anticuerpos especificos contra FLA2 de pancreas de
porcino inducido en conejo. Luego de purificar las
Ig6s anti-FLA2 se realizaron estudios inmunocitoqui-
aicos mediante microscopia dptica (PAP) y MET (oro
coloidal). Los resultados cbtenidos muestran reaccioén
positiva preferentemente en la regién anterior de la
cabeza de esperasatozoides de la cauda spididimeria de
hamster y eyaculados de conejo. Por .otra parte,utili-
zando les IgGs anti-FLAZ en Test de aglutinacién de
espersatozoides ds hamster o de conejo se comprobd
Que esta aglutinacién es siempre cabeza-cabeza, fené—
®eN0 que no se observa al incubarlos en presencia de
fragmentos Fab, Los resultados permiten precisar
una localizacién preferencial de esta enzima en la
regién anterior de la cabeza del espersatozoide,
hacho concordante con su participacién en los eventos
que preceden a la fecundacidn, Estudios futuros
tratardn de precisar su funcién utilizando fragsentos
Fab tanto en la induccién de la RA “in vitro®, como
en la fecundacién homéloga o heterédloga.

Convenio C.8.1.C y U. de Chile.
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CULTIVO DE TEJIDO “ in vitro " DE VACCINIUM SP. I: METO
DOS DE DESINFECCION DE EXPLANTES. In vitro tissue
culture of Vaccinium sp. [: Sterilization methodology
of explontes }. Rfos, D., Pulgar, T., Uribe, A., y Vene-
gas, L. Deportomento de Ciencios Agrondmicos Bésicas,
Focultod de Ciencios Agropecuarias y Focultod de Educa-
cién y Humanidodes, Universidad de lo Frontero - Temuco.

Yaccinium sp. (oréndono) son unas de los pocas espe-

cies frutoles introducidas en que la propagacién * in -
vitro " puede realizarse exitosamente, tonto desde el

punto de vista técnico como del comercial. Lo tasa de
multiplicocién es dependiente de lo especie y variedod,
lo mismo que lo habilidad pora crecer " in vitro *

El presente estudio tiene como finalidad determinar
el método de desinfeccién mos eficiente de explantes de
Voccinium sp.

Estos fueron obtenidos a partir de plontos donadoras
cultivadas en invernadero. De estas se utilizaron tro-
z0s de tejido internadol, los cuales fueron sometidos
o diferentes pre-tratamientos (alcohol 95%, Coptan-Ben-
lote 2%) y trotomientos de desinfeccién (Clorex 5% y
10%, HgCl 0,1% entre otros). Luego fueron cultivados en
medio base sélida (W.PM) para su proliferacién. Se rea-
lizaron 10 repeticiones por tratomiento.

Los primeros resultodos indican que aquellos explon-
tes sometidos o pre-trotamiento de desinfeccién no pre-
sentaron contominocién, en combio, aquellos tratados
directamente con clorex 5% y 10% entre otros, presenta-
ron uno contominacién aproximada de 60% del total de
tubos sembrados por trotamiento.

PROYECTO DIDUFRO - 901- 88- 89.

FECUNDACION Y DESARROLLO EMBRIONARIO IN VITRO DE OVOCI _
TOS DE BOVINO MADURADOS IN VITRO (In vitro fertiliza-
tion and embryonic development of in vitro matured bo-
vine oocytes). Risopatrén, J., Del Campo, M, y Del Cam-
pPo, C. Depto. Ciencias Badsicas, Facultad de Medicina,
Universidad de La Frontera, Temuco. Instituto de Repro-
duccidn Animal, Universidad Austral de Chile, Valdivia.
(Patrocinio: M. Bretos A.)

El objetivo de este estudio fue determinar las ta-
sas de fecundacidn y desarrollo de ovocitos de bovino
recuperados desde ovarios de hembras sacrificadas en
matadero. Los ovocitos fueron recuperados por aspira-
cién desde folfculos a 5 mm. 86lo ovocitos rodeados
de un ciimulo intacto y compacto y un citoplasma uni-
formemente granulado fueron seleccionados, y colocados
en cultivo de maduracidn en TCM-199 suplementado con
10X SFB antibiSticos durante 24 horas en un incubador
(5% €0, y 95% humedad) a 38°C.

Semen congelado, obtenido de epidfdimo, fue descon-
gelado (37°C) y lavado en solucién BO (Brackett & Oli~
phant, 1975) suplementada con cafefna y preincubado
por 5 h en solucién BO que contenfa albimina sérica de
bovino y cafefna antes del cocultivo com los ovocitos.
Seis horas post-inseminacidém 1los ovocitos fueron trans
feridos al medio de desarrollo y cultivados.Las tasas
de fecundacién y desarrollo embrionario fueron evalua-
das (en microscopio de contraste de fase) a las 18 y 48
horas post-inseminacién respectivamente.

La tasa de penetracién de los ovocitos fue de un
71,4%(30/42), un 66,7%(28/42) presentaron formacién de
ambos proniicleos y cola del espermio.Poliespermia fue
exhibida en 6.7%(2/30) del total de ovocitos penetra-
dos.La tasa de desarrollo embrionario a las 48 horas
(post inseminacidn)fue de 612(163/269),108 embriones
alcanzaron estados de desarrollo entre 2 y 8 células.
Los resultados obtenidos en esta investigacién estimu-
lan a desarrollar esta t&cnica utilizando ovocitos in-
maduros de hembras post-morten.

COMUNICACIONES

IDENTIFICACION DE CELULASAS EN EL .
G. applanatum, AGENTE PRINCIPAL DEL "PALO
PODRIDO". (Identification of cellulases in
G. applanatum ). , S.. Y u . .
Departamento de Biologia Celular y Molecular,
Facultad de Ciencias Biolégicas, " Universidad
Catélica de Chile, Casilla 114-D, Santiago.

El bacidiomicete Ganoderma applanatum es
el componente principal del ecosistema
llamado "palo podrido". En el "palo podrido”
ocurre una degradacién selectiva de 1la
lignina, sin destruccién de la celulosa, lo
gue puede tener aplicacién biotecnolégica. Es

e interés determinar si el G. agplanatum
produce celulasas o si estas estan inhibidas
en el "palo podrido".

Se utilizaron varios medios de cultivo,
sélidos y liquidos (estacionarios y en agi-
tacién) para aqgliza: la presencia de enzi-
mas y el efecto¥de algunos parémetros sobre
su produccién (fuente de carbono nitrégeno,
temperatura, etc.). Se determiné la presencia
de endoglucanasa, exoglucanasa y B-glucosida-
sa_usando sobrenadantes de cultivos liquidos,
cultivos en placa y micelio homogeneizado.

Se detecté actividad endo- exoglu-~
canésica en cultivos sélidos y liquidos esta-
cionarios del hongo. La B-glucosidasa aparece
en muy baja cantidad en los sobrenadantes,
observidndose en wmayor cantidad en extractos
de micelio, 1lo que 1indica que es poco
secretada al medio. La endoglucanasa es la
que muestra niveles m&s altos. En condiciones
de déficit de nitrégeno se inhibe 1la
produccién de celulasas, coincidiendo con las
condiciones descritas para el "palo podrido".

En conclusién, el G. applanatum roduce
celulasas, que estdn reprimidas o inhibidas
en el "palo podrido".

Financiamiento: proyectos de Enlace
CONICYT 1988 y FONDECYT 89-0580.

DOMINIOS CON SIGNIFICADO FUNCIONAL EN LA PROTEINA
ASOCIADA A MICROTUBILOE, TAU. (Functionally-significant
domeins in the associated protein tau). =)

Ase Cxoss, D, and International Center
for Cancer and Developmental Biology, Santiago, Chile.

Las proteinas asociadas a los microtdbulos (MAPs)
son componentes esenclales en la compleja regulaclén
del ensamblaje de los microtéhulos y en la integridad
del citoesgueleto. Tau, uno de los componentes Je las
MAPs (66-68kDa) presenta una regién conservada que
contiene 3 secuencias de 18 aminoacidos con una alta
homologia entre si. Demostramos previamente gque
péptidos sintéticos que definen sitios de unién de MAPs
en el dominio C-terminal de la tubulina, «(430-441) y
6(422-434), se unen en forma cooperativa a 3-4 sitios
en tau. Inmnizacién de conejos con estos péptidos
regulatorios de la tubulina nos permitié obtener
anticuerpos anti- idiotipicos (a« y 6-Ab2) que
intezactéan especificamente con los epitopes de MAPs
responsables de su unién a la tubulina.

Hemos estudiado los aspectos moleculares de la
interaccién de tau con tubulina y con otras proteinas.
Los dominios de tau involucrados en su unién a
microtébulos fueron amalizados utilizando los

+ anticuerpos Ab2. Extos estudios revelan una interaccién

especifica de estos anticuerpos con tau y con el
péptido sintético Qe tau Vallg7-Gly204
(VRSKIGSTENLKHOPGGG) . Estudios utilizando Ab2 ademés de
enticuerpos contra el péptido de tau indican que tau y
1la proteina de alto peso molecular MAP-2 comparten
determinantes antigénicos commes a nivel de sus
respectivos dominios de unién a tubulina. Por otra
estudios bioquimicos indican que el péptido de
u Val218-Gly235 (VTSKCGSLGNIHHKPOGG) constituye un
sitio de unién para tubulina y para calmodulina. Los
estudios sugieren que 1las secuencias repetitivas
pontenidas en los péptidos de tau definen dominios de
tau involucrados en su interaccién con tubulina.
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DESPLAZAMIENTO DEL CARACTER EN DOS ESPECIES SIMPATRICAS
DEL GENERO PTEROPTOCHOS (FAM. RHINOCRYPTIDAE: AVES)
(Character displacement ni two sympatrics species al
the genus Pteroptochos (Fam. Rhinocryptidae: Aves). Ri-
veros, G.G., Depto. de Biol. y Qca., Fac. de Cs. Nat. y
Ex., Universidad de Playa Ancha de Cs. de la Educacié6n.

E1 género Pteroptochos es endémico del cono Sur de Sud-
américa distribuyéndose en Chile y Sur de Argentina con
tres especies, P.tarnii, P.castaneus y P.megapodius, las
dos Gltimas son simpdtricas en 1a zona comprendida en-
tre Colchagua y el Rfo Bio-Bio, son especies cripticas,
diferencidndose en estado adulto por variaciones del
color de sus gargantas. Hay antecedentes que han mani-
festado dudas sobre 1a necesidad de que estas especies
sean realmente tales segiin el concepto de Mayr. Recien
tes estudios de campo y experimentales han usado las
vocalizaciones como un caracter sistemitico, conside-
rando el canto como un factor determinante de los 19-
mites de la especie y como un caracter de relacién evo-
Tutiva entre especies afines.- Se realizaron grabaciones
y se analizaron fisicamente los cantos y gritos de alar
ma de las especies de este género determindndose dife-
rencias especificas a través del proceso evolutivo des-
plazamiento del caracter de las estructuras que compo-
nen el canto y gritos de alarma de estas especies, como
el nimero de notas, frecuencia de emisiSn entre otros.

COLINESTERASAS EN UTERO DE RATON: FUNCION SOBRE LA CON -
TRACTILIDAD UTERINA (Mouse uterus cholinesterases: Func-
tions on the uterine contractility). Roa, A., Medina,
J.L., Oliveros, H., SimpfendSrfer, R. y Neumann, V.Depto.
Cs. Fisiol., Fac. Cs. Biol. y de Rec. Nat., Universidad
de Concepcidn.

Hemos demostrado que acetilcolina (ACh) es capaz de mo
dificar la contractilidad del dtero de ratén.

En este trabajo se determind la actividad de colineste
rasas correlacicadndola con el efecto "in vitro" de ACh
sobre la contractilidad uterina. Los estudios se reali-
zaron en fase estro y diestro, gestacidn y después del
parto. La actividad enzimitica de butiril (BuChE) y ace
tilcolinesterasa (AChE) fue determinada por el método de
Ellman. La accién de la inhibiciSn de las colinestera -
sas sobre el efecto de ACh en la contractilidad uterina
fue determinada comparando las dreas bajo la curva de la
accién contrdctil de ACh en ausencia y presencia de fi -
sostigmina.

Se encontré una fraccién colinesterdsica hidrosoluble
y otra extraida con fuerza ifnica alta o heparina. Am -
bas fracciones fueron inhibidas por®0.1 mM ISO-OMPA b's
muy poco por 10 uMBw, son mayores en diestro que en es -
tro y disminuyen a medida que progresa la gestacidn, es
mis, la segunda fraccidn desaparece y recupera su activi
dad a los cuatro dias después del parto. El efecto con-
tr8ctil inducido por ACh, en ausencia de fisostigmina,
es mayor durante la gestacidn > estro > diestro, en cam-
bio, al compararlo en presencia de fisostigmina, se ob -
servan mayores diferencias en diestro > estro > gestacidn.

Estos resultados nos permiten concluir que en el {tero
de ratén: a) la colinesterasa predominante es la BuChE
en vez de AChE b) se sugiere la existencia de una BuChE
asimétrica de la clase A1 y c) existen variaciones en la
actividad de estas BuChE a lo largo del ciclo sexual, la
gestacién y después del parto, hecho que ademds se corre
laciona con el efecto de ACh sobre la contractilidad ute
rina, lo que permite postular un rol fisioldgico para es
tas enzimas a nivel del msculo uterino.

Proyecto 22.33.39 y 22.33.28 Direccién de Investigacidn
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ACTIVIDAD DE LOS POLINIZADORES EN ALGUNAS ESPECIES
DEL BOSQUE VALDIVIANO, OSORNO, X REGION, CHILE (Po -
llinators activities of some speciés in the valdivi~
an forest, Osorno, X Regién, Chile). Riveros, M. y
A. M. Humafia. Instituto de Botdnica, Universidad
Rustral de Chile.

La fecundidad de las especies depende de la in-
teraccidn planta-polinizador, siendo la actividad y
abundancia del polinizador un factor que incide di -
rectamente en la produccidn de semilla. La sincroni
2acifn entre la emergencia de los polinizadores y la
fase de floracidn, la especificidad del polinizador
y el desarrollo de atractantes (pSlen, néctar) son
parte de un dindmico sistema coevolutivo entre plan
ta y polinizador (HEINRICH y RAVEN 1972), Se preten
de determinar: agentes bidticos de polinizacién, po-
linizadores especfficos de las plantas, factores mi~
croclimiticos-que los afectan.

Los registros de la actividad de los polinizado
res se efectud en bloques de 10 minutos, durante to-
do el dfa y en el perfodo de mixima floracidn segfin
metodologia de ARROYO et al. 1982.

La actividad y riqueza de los polinizadores en
general es baja (ARROYO et al, 1982 - 1985, HERRERA
1988) . Especies con polinizadores especificos son
escasos, la mayorfa son "generalistas". Los cesulta
dos se relacionan con las fases de floracién vy su
sistema de reproduccidn.

DIDUACH RS - 85 -~ 42 ; FONDECYT 1041

HALOPERIDOL POTENCIA EL EFECTO ESTIMULATORIO
DE ESTROGENO SOBRE CALICREINA HIPOFISIARIA.
(Haloperidol enhances the stimulatory effect of estrogen
on pituitary kallikrein).Rga.l.:VIo.C.P. Dpto. Clenclas
Fisiolégicas. Facultad de Clencias Blologicas. Pontificia
Universidad Catolica de Chile,

La Calicreina tisular (EC 3.4.21.35) (CAL) es una proteasa
de 38 Kd que tiene multiples funciones. Usando
inmunocitoquimica hemos descrito su presencia en la
hiptfisis anterior de rata e ldentificado al tipo celular que
:Rmm como las ctlulas productoras de Prolactina
L.

Dado la colocalizacitn de CAL y PRL en el mismo tipo
celular el objetivo de este trabajo fue estudlar si la CAL
hipofisiaria es regulada por mecanismos estrogénicos y
dopaminérygicos similares a los que regulan PRL.

Para el estudio se utilizaron ratas hembras castradas
tratadas con vehlculo, diferentes dosis de estrogeno E
5, 10, SO, 100 ug/rata x 10 dias) o Haloperidol (H) @
mg/kg x 8 dlas) y una combinacién de E; v H. Las hiptfisis
se fljaron en Bouln y se incluyeron en paraplast y
metacrilato. La tincion inmunocitoquimica se realizd
usando anticuerpos anticalicrelna de acuerdo al método de

Stenberger.

La inmunocitoquimica revelé en las hiptfisis de ratas
tratadas con E, un sumento dosis depsndiente tanto en el
nomero de células Inmunoreactivas como en la cantidad de
calicrelna, efecto que fue potenclado por el tratamiento
simulténeo con H. Independientemente del tratamiento la
localizacion de callcrelna estuvo restringida a los
lactotrofos.

Los resultados demuestran que la presencia de CAL en la
hiptfisis, al igual que PRL, es dependiente de E, vy este
efecto estaria modulado por mecanismos dopam icos
inhlbitorios, y sugieren una contribucion de CAL a la
funcion hipofisiaria.

Financlado por Fondecyt 346/89 y Direccion de Postgrado
Pontificia Universidad Catblica de Chile.
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INDUCTORES DE LA RESPUESTA DE Citrus A
INFECCION POR HONGOS PATOGENOS (Elicitors in
the response of Citrus to infection by
pathogenic fungi). Roco, A., Pérez, L. M.,
Depto. Bioq. Biol. Mol., Fac. Cs. Quimicas vy
Farmacéuticas. Universidad de Chile.

Las plantas supericres responden a 1la
infeccién por hangos patégenos induciendo
sistemas enzimdticos para la produccién de
fitoalexinas. Evidencias recientes indican que
los inductores serian aligosacéridos, producto
de la hidrélisis de la pared celular vegetal
par enzimas del hongo.

Plantulas de Citrus se trataron con
pectinasa de Alternaria chlamydospora, vy los
aligémeras producto de la hidrélisis

enzimidtica se separaron por cromatografia de
intercambio iénico en DEAE-Sephadex A-25
usando un gradiente céncavo de fuerza idnica.
Las fracciones se filtraron por Sephadex 6-10
para estimar el tamafio molecular de los
oligosacéridos. La cclumna se calibré usando
polietilénglicol de diferentes grados de
polimerizacidn.

Las fracciones obtenidas tenian una masa
molecular en un rango de 3.600 a 18.900,
equivalente a 17 y 89 unidades de 4&cido
galacturdénico. Estas se probaron como
inductoras de la actividad de fenilalanina
amonio liasa (PAL) en plantulas de citricos,
las que se comparan con el efecto inductor
producido directamente por el hongo.

Trabajo financiado por FONDECYT (157/88), IFS
(C/1139-1) y DTI-U. Chile (B 2950-8813).

SINTESIS DE PROTEOGLICANOS Y ACIDO HIALURONICO POR CELU-
LAS DE ESTROMA DE TESTICULO. (Synthesis of proteo-
glycans and hyaluronic acid by long-term cultures
of stromal testicular cells). Rodriguez, J.P. ¥y
Minguell, J.J. Unidad de Biologfa Celular, INTA.
U. de Chile.

Los componentes de matriz extracelular regulan la
adhesibén, 1los patrones biosintéticos, la migracién
¥ 1la proliferacién celular. En este trabajo se presen—
tan resultados sobre sintesis y caracterizacién.
de proteoglicanos (PG) y &cido hialurénico (HA)
producido por células de estroma de testficulos pro-
venientes de ratas inmaduras y pliberes. Para estos
estudios se utilizan cultivos de largo término de
células  testiculares, las cuales se cultivan en
Medio 199 suplementado con suero fetal (12%), suero
de caballo (12%) e hidrocortisona (10-7 M) a 33 C en 5%
COp. En estas. condiciones se = establece una capa
de células adherentes (estroma) y permanecen en.suspen-—
sién las células germinales. Las células de estroma
se incuban con 3H-glucosamina para estudiar sintesis
de PG y HA asociados a las fracciones extracelular,
membrana e intracelular. Por anfilisis en columnas de

Sepharosa CL-4B y DEAE-Sephacel y tratamientos enzim&-
ticos se determindé que las células de estroma sinteti-
zan un PG mixto (heparan y condrointin sulfato) y.
otro PG que contiene solo condrointin sulfato. No
se observan diferencias en los tipog de PG sintetizados
por células provenientes de ratas inmaduras o piberes.
Sin embargo, se observan diferencias significativas en
los patrones de distribucién celular de PG y HA.
Se discute la importancia de estos hallazgos en
la regulacién de la espermatogénesis.

Financiamiento: Proyecto FONDECYT 89-990 y Proyecto DTI
# 1720.

COMUNICACIONES

DISECCION DEL ESPERMATOZOIDE DE
BRhynchocinetes typus. (Dissection ‘of
Rhynchocinetes typus spermatozoa).

Roco/M.Castro,A. y Dupr&,E. Lab. Embriologia
Fac. de Clenclas Riolsgicas, P. U.Catélica de
Chile y U. del Norte, Sede Coquimbo.

Con el@! propésito de .determinar el rol que
cumpien las diversas estructuras -sub-celula-
res del espermatozoide (sp) en la fecundacién
se iniciaron estudios destinados a aislar y
posteriormente caracterizar los diferentes
componentes espermiticos. E! presente estudio
desarrolla un método de diseccién del sp
mediante proceh.!entos fisico-quimicos. La
piexa de articulacién (PA), una estructura
electrén-densa, resistent a la solubilizacién
a altas y bajas fuerxas Iiénicas dadas por el
agua de mar y agua tridestilada, a la sonica-
cién y al tratamjento con SDS y Triton X, fue
aislada mediante incubacién de sp en buffer
Tris-Mg pH 7.4, SDS 0.1x, DNAasa I y purifi-
cacién por gradiente discontinuo de Ssacarosa.
Los componentes proteicos de 1a PA se aisla-
ron electroforéticamente. Se observé 3 bandas
cuyos PM aparentes fueron 58, 68, y 75 Xd. En
cambio entre las proteinas totales del sp se
destacan 10 bandas principales cuyos PM
varian entre 29 y 200 Xd. EI tratamiento con
DTT en presencia de SDS a 90 C por i min pro-
duce la solubiiizacién de la PA, lo que
sugiere una estabilizacién por uniones S-8.
Financiado por FONDECYT 495,89 y Grant de la
Fundacion Rockefeller al Dr.Claudio PBarros.

BLOQUEO REVERSIBLE DE LA FORMACION DE LA FIBRA DE REISS
NER (FR) POR UNA SOLA INYECCION AL LIQUIDO CK!'ALORRAQUI
DEO (LCR) DE ANTICUERPOS CONTRA EL MATERIAL SECRETORIC
DEL ORGANO SUBCOMISURAL (OSC). (Reversible blockage of
Reissner's fiber by a single injection into CSP of
antibodies against the secretory material of the
subcommissural organ). Rodriguez,S., Rodriguez,E.M.
Instituto de Histologfa y Patologia, Facultad de Medici
na, Universidad Austral de Chile, Valdivia,

Un anticuerpo contra las glicoprotefnas de la FR
llamado AFRU, se inyectS en 30 ratas con el f£in de in-
terferir con la formaciSn de FR. Las ratas se mataron
al tiempo 0, 20 min, 1, 2, 8, 12 hrs; 1, 2 y 3 ds des-
ples de la inyeccién.

Se sabe qus el material secretado por el OSC hacia
el ICR, primero se condensa sobre la superficie del OSC
como una pre-FR, luego en FR; ambas estructuras son dis
tinguibles en cortes de OSC. Se aplicaron 3 mBtodos de
inmunotinciln para visualizar: a) material secretorio
no unido al AFPRU; b) complejos material-AFRU formado in
vivo; ¢) APRU no unido a sus ant!qonos y presente en
los ventrfculos y espacio

Los resultados mostraron: 1) A!'RIJ osuba Presente
en las cavidades del cerebro al menos 8 hrs; 2) AFRU es
taba unido selectivamente a la pre-FR; 3) la pre-FR mos
tx§ AFRU unido 24 hrs despufs de la iny ién. A los 2
Y 3 ds post-inyeccin la pre~FR estaba libre de AFRU,
indicando que estaba formada por material recifn secre-
tado y no al ba el ducto de Silvio; 4) 4 hrs
post-inyeccién, la FR estaba desprendida del OSC y frag
mentada; e¢) en ratas de 1 a 3 ds la FR estabs ausente
en el canal central medular.

Se concluye que una sola inyeccién de APRU conduce
a un bloquec inmunol8gico de la formacifn de la PR, Es-
te efecto as reversible.

Proyecto $~89-01 DID U.A.Ch. y 88-0890 FONDECYT
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SINDROME DE DOWN:s REPARACION DEL DARO ESPONTANEO E
INDUCIDO DURANTE 62 EN LINFOCITOS8 CULTIVADOS "IN
VITRO*. ( Down’ syndrome: G2 repair of spontansous and
induced damage in lymphocytes culture "in vitro'),

Rodriguez. M. v Depto. Biol. Cel. y
Genética, Fac., Medicina, Universidad de Chile.

El Sindrome de Down estd asociado a msalforsa-
ciones congénitaa, radiosensibilidad, alta incidencia
de leucesia y envejecimiento presaturo. Estos
antscedentes sugieren la existencia de algin trastor-
no en la reparacién del da¥o en el DNA que opera
durante G2 y que involucra bésicamente 2 vias
cooperativas 1 A) El control de la parada G2 y B) Los
mecanismos de reparacién del dako en el DNA. El
tratasiento con cafaina duranta 62 inhibe amsbas vias,
poniendo en evidencia las lesiones presentes en esta
etapa y permitisndo evaluar la capacidad reparativa
del sistema.

Para analizar la capacidad de reparacién del
dako esponténec e inducido wen pacientes con 8. de
Down comparamos el efecto de cafeina y duracién de 62
en linfocitos normales y Down con y sin lesionar con
rayos X.

Los resultados obtenidos mostraron que :+ 1) La

cantidad de lesiones prasentes en G2 y la duracidén de
esta wtapa es mayor en linfocitos Down que #n norma-
les. 2) La cantidad de aberraciones cromosémicas in-
ducidas por rayos X ss mayor en linfocitos Down.
3) €] porcentaje de lasiones reparadas en Down es
menor (72%) que en norsales (B4X). Estos resultados
sstarian indicando la existencia de una capacidad de
reparacién disainuida en linfocitos Down respecto de
normales sn la etapa 62, 1o cual podria ocbedecer a
una alteracién en los mecanismos de reparacién del
dafo en Down.

Proyecto B-2684 D.T.I., U. de Chil;.

EFECTO TOXICO DEL FITOPLANCTON OE LA LAGUNA DE ACULEO.
goxicceffﬁct gfﬁp!'llytoplgnkt:n from Agu'leo Lake).
as C., M., Pefialoza, R., Nufiez, M.T., Zambrano, F.
ptos de Biologia, Facult;des de C'l'enci"u?, Universidad
de Chile y U. Metropolitana de Ciencias de la Educacién.

En Ta Laguna de Aculeo, la muerte esporddica de peces
es coincidente con la proliferacién de la cianobacteria
Microcystis sp., e 1ncrementos de temperatura.

Por homogenizacion de fitoplancton y procesos de puri-
ficacion de una fraccidn celular soluble y téxica para
organismos acudticos, se ha logrado obtener un componen
te 4850 veces mds activo que la fraccién de origen. Con
Ta finalidad de dilucidar posibles mecanismos de accién
de esta toxina, hemos estudiado en su presencia la incor
poracion de hierro en reticulocitos de conejo, proceso
mediado por un mecanismo de endocitosis del complejo
ltr:nsferr'lna-receptor, con particigacidn del citoesque-

eto. -

Los resultados muestran que el componente tdxico inhi-
be la etapa de internalizacién de transferrina, no sien-
do afectada la etapa de externalizacidn de ésta. La u-
nion de transferrina férrica a receptores de superficie
no fue afectada. Tratamiento de los reticulocitos con
toxina no produjo cambios en los niveles de ATP, por lo
que un efecto de la toxina sobre los procesos celulares
de produccidn de éste pueden ser descartados.

Los resultados sugieren un posible efecto de este com-
ponente toxico a nivel de la membrana plasmitica y del
citoesqueleto. Cultivo de la ciancbacteria Microcystis
sp., que estdn en marcha, permitirdn establecer definiti
vamente su participacidn en estos procesos. -

(Financtado por FONDECYT 178/88 y D.T.I. B2811-8813).
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MODIFICACION DE LA CARBOXIQUINASA FOSFOENOLPIRUVICA
(PEPCK) DE RATA CON.REACTIVOS ALQUILANTES FLUORESCENTES.
(Modification of Rat liver Phosphoenolpyruvate.Carboxy-
kinase by fluorescent alkylating agents). Rojas, M.C.
Departamento de Quimica, Facultad de Ciencias, Universi-
dadde Chile y Departamento de Quimica, Facultad de Cien-
cia, Universidad de Santiago de Chile.

La enzima gluconeogénica que carboxila al fosfoenolpiru-

vato en el higado.de rata (PEPCK), es una protefna mono~

mérica que requiere en forma especifica GDPMn como sus-

trato. Esta enzima es muy sensible a la oxidacibn y se

inactiva en presencia de metales pesados, ya que contie-

ne 3 pares de tioles que se encuentran cercanos en la e3 i
tructura terciaria y forman facilmente puentes disulfuro.
El grupo SH que corresponde.a la Cys 288 es especialmen-
te reactivo y estarfa ubicado en una regién hidrofébica
del sitio activo de la enzima.

Como parte de un estudio enfocado a caracterizar el si-
tio activo de la PEPCK, ésta se purificd desde el higado
de rata y se hizo reaccionar con los reactivos alquilan-
tes y fluorescentes 1,5-1 AEDANS y N-(1-Pireno yodoaceta
mida) (NP1). La incubacién de la enzima a 0° con un ex-
ceso molar de 5 veces de los modificadores, llevé a la
pérdida de un 95% de la actividad enzimitica. La reac-
cién fue muy r8pida y 1legé a. término en 2 minutos bajo
condiciones de seudo primer orden. El complejo GOPMn
proteye totalmente de la inactivacién por 1,5-1-AEDANS y
NPI, en tanto que los otros sustratos prote§en parcial-
mente o no afectan la velocidad de inactivacién. Estos
resultados sugieren que la enzima se ha modificado en el
sitio activo.

Se trabaja en la caracterizaci6n de las propiedades fluo-
rescentes de la PEPCK modificada con ambos reactivos.

*

En colaboracién con los Drs. E. Cardemil y M.V. Encinas,
Facultad de Ciencia, Universidad de Santiago de Chile.
Trabajo financiado por. FONDECYT proyecto 88-1060.

MBTILACION DEL DNA EN Trypanogoma cruzi.SU RELACION
CON PROLIFERACION CELULAR. (DNA methylation in

T, orusi. Ite relationship with cell proliferatiom).
Rojas, K.V. y Galanti, N. Departamento de Biologia
Celular y Gendtica, Facultad de Nedicina, Universi-
dad ds Chile.

T. orugi es un protozoo pn.tégono del hombrej
produce la enfermedad de Chagas, serio problema de
salud piblioa en Latinoamérioa.

Su oiolo de vida presenta 3 formas: amastigote,
epimastigote y tripomastigote, oon diferentes carac
teristicas morfoldgicas, repliocativas e infectivas.
Bstos ocambios de forma deben estar genéticamente
regulados. Bn este oontexto, hemos estudiado en 2.
orusi un wecanismo de regulacidn génica 1 la meti-
lacion del DNA.

Bl tratamiento de oultivoe de T. orusi (epimas
tigotol) oon S5-azacitidina (agente hipomotilaet.
analogo de oitosina), estimula la proliferacidén oce—
lular. Bste resultado sugiere pressncia de metil-
ojtosina (nC) en el DFA de T. oruzi. La droga no al
tera diversos parametros y no induce diferenciaciom
a triposastigotes. )

DEA de epimastigotes marcado con metionina me-
til-H3, presenta mC pero no metiladenina, que tam—
pooco se evidencia marcando oon udonoa:l.na—lg

la digestidn del DNA de T. oruezi con Hpa XX y
Nsp I, indica que la secuencia CCGG no esta metila—
daj; nC debe ubicarse en una secuencia diferente a
la reconocida por estas enzimas.

Se comoluye que la metilaciin del DNA pueds
participar en la regulacion de la proliferacion ce-
lular en T, cruzi.

Proyectos Fondeoyt, DTI.U. de Chile, OBA, TWAS y
WEO.
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ROL DEL IFTRSTING EN RL METABOLISNO DR APOLIPOPROTRINA
A1 BB EL PEI Cypximus carpio. (Intestinal rol in the
metabolise of apo A-I in the carp fish}. Romazro, F..

Yexa. M.1.. Soiceschea, Q. y Kxamakoof. M. Iastituto de

Moguimica, Facultad de Ciencias, Universidad Austral
de Chile.

La apoliprotefna A-I (apo A-1} ha sido aislada y
caracterizada em nuestro laboratorio con el fin de
wsarla come marcador de expresién génica durante 1la
aclimatacién de la carpa. Bn la mayoria de las especties
estwdiadas la siantesis de apo A-I1 ocurre principalmente
ea intestise e higado. Rn nuestro laboratorio se ha
demsstrado que los hepatocitos ajslados de la carpa
sinmtetizan activamente esta apolipoproteina. 8in
enbargo, en intestino no ha sido posible detectar
sintesis de apo A-1 por inmunoprecipitacién, a pesar de
observarse . incorporacién -de aminoécido .radiactivo a
proteinas totales . Este hallazgo podria indicar que, a
diferencia de otras especies, el intestino de carpa no
siatetiza apo A-1I o 1o hace a velocidades muy bajas.

Por el contrario, la inmunocitoguiaica ha detectado
1a presencia de apo A-I en coxtes de intestino,
observéndose una mayor cantidad de marca en- carpas
adaptadas a verano comparadas con las de invierno.
Menés, se demostré la presencia de apo Al por
inmunodeteccién en proteinas biliares electro-
transferidas. Bstos resultados podrian explicarse si
1a apo A-1I presente en la bilis es internalizada y
transportada desde el lumen intestinal a la sangre.
Para confirmar esta hipdtesis, se biotinilé HDL la cwal
se administré oralmente a 1los peces aclimatados.
Después de 3, 6 y 9 horas se obtuvo muestras de sangre
en las que se investigé la presencia de la proteina
maxrcada wmediante un ensayo de competencia para
proteinas biotiniladas desarrollado en nuestro
laboratorio. Los resultados sugieren que las carpas
aclimatadas a 209C transportarian mayor camtidad de la
proteina biotinilada que las aclimatadas a 100C,
Proyectos FONDECYT 0933/88, DIC-UACH 8-86-29 y
programa de graduados OBA.

METILACION DE FOSFOLIPIDOS EN CELULAS DE LEYDIG DE RA-
TA. EFECTO DE GONADOTROFINAS. (Phospholipid methyla-
tion in rat Leydig cells. Effect of Gonadotrophins).
Ronco, A.M., Valladares, L.E,

Unjversidad de Chile, instituto de Nutricidn y Tecnolo
gta de los Alimentos (INTA). Casilla 15138, Santiago {1
Chile.

Se ha propuesto que la metilacion de Fosfolipidos estd
regulada por la interaccidn de un ligando a los recep-
tores de 1a superficie celular, constituyendo asi un
mecanismo por el cual la sefial hormonal es transmitida
a través de la membrana plasmitica. En este trabajo se
estudié el efecto de LH/hCG in vitro en la incorpora-
cién de 3H-metionina a Fosfolipidos de la célula de
Leydig de ratas adultas y en ratas desensibilizadas
con una dosis Ginica suprafisiolégica de hCG {100 U.I.).
Se purificd células de Leydig en una gradiente de Per-
coll 10-80% y se incubaron a 37°C por 1 hr en presen-
cia de[3t#metioninay diferentes efectores hormonales.
Posteriormente la fraccidén lipfdica fue extralda con
una mezcla de Cloroformo: metanol: HC1 (12:6:1) y se
determind la radioactividad presente en esa fraccidn.
Nuestros resultados indican que hCG produce un aumento
en la metilacidn de Fosfolipidos en células de Leydig,
manifestindose este efecto tempranamente. También se
observd que en células de Leydig desensibilizadas, la
incorporacidn de 3H-metionina es mayor que en células
de Leydig control, Este efecto se deberfa en parte a
una mayor entrada del aminodcido en estas células. Es-
tos antecedentes indican que la accién hormonal va
acompafada de cambios en la metilacion de fosfolipidos
de la membrana plasmitica de células de Leydig de ra-
tas normales y en ratas desensibilizadas el efecto se
deberia fundamentalmente a alteraciones en la permeabi
lidad de la membrana.

Financiado por U.de Chile B-2531 y FONDECYT Proyecto
1024-89 y 973-88.
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TOLERANCIA FOLIAR A LA SALINIDAD DE CLONES CHI
LOTES DE Scolanum tuberosum (Leave's toleranc®
to salinity oce's Solanum tuberosum clones)
Romero,M., Contreras,X.; Moll,V.; Barrientos ,
M. InstItuto de Botanica, Facultad de Cien -
cilas e Instituto de Produccibn y Sanidad Vege-
tal, Facultad de Ciencias Agrarias , Universi-
dad Austral de Chile.

Plantas tolerantes al estrés salino suelen
modificar su metabolismo incrementando los ni-
veles de ciertos metabolitos.

Se estudia la tolerancia a la salinidad en
hojas de clones chilotes de Solanum tuberosum
(U.A. 1350; 1351; 1352 y 1355] y su asoclacién
con prolina librey carbohidratos, lIpidos tota
les y &cidos grasos. Ademfs, se analizan los
contenidos en cloruros.

La tolerancia a la salinidad se evalfia me~-
diante la conductividad el&ctrica y el test de
tetrazolio. Las plantas se cultivaron en tie-
rra de hoja y arena (3:1)y se regaron con solu
ciones de NaCl 0.1; 0.2; 0.3; 0.4 y 0.5 M. Los
4cidos grasos se separaron por cromatograffa
gaseosa. :

Los resultados evidencian que los clones
mi&s resistentes (1350 y 1355) presentan rela -
ciones directas entre prolina libre , carbohi-
dratos y cloruros pero no con -las fracciones
lipfdicas.

Se concluye que, el estrfs salino estimula
rfa la sfntesis de prolina de estos clones , a
expensas de altos contenidos de carbohidratos.

Financiamiento: FONDECYT (0880-88

FACTORES  QUE BISHINWIRIAR EL FLUJO BENICD ENTRE POBLACIONES DE

GRINGI] (PAPILIONIACEAE) DUE CRECEN EN LABERAS DE EXPOSICION ECUATORIAL Y POLAR
EN 105 MBES DE CHILE CENTRAL. (Factors that would reduce gene flow between
popslations of cuaingii (Papilionaceae) growing on equatorial-
and polar-facing slepes in Central Chilesn Awdes). Rozzj, R., Kilin, M.%,, vy
fraeste, 1.d.- Lob. Sistesdtica y Ecologia Yegetal, Fac. Ciencias, U. de Chile.
(Patrocinin: N.T. Kalis).

En estudios de flujo génice en especies veqetales la distancia espacial entre
los individwos es o] aspect que ols se ha enfatizadn, Sin eabargo, otros
factores tales coss la sisilited en los periodos de floracidn y vectores de
palinizacion tashidn afectarian la probabilidad de intercasbio de polen entre
los individuos. En los Andes de Chile Cestral, las poblaciones que crecen sobre
laderas de exposicion ecuatorial florecen antes y difieren en las composiciones
de insectos polinizadores respects a las podlaciones de una missa especie que
crecen on laderas de exposicidn polar. Con el ohjeto de cuantiticar estas
diterencias fenoldgicas y de especies de polinizadores, se registraron los
periodos de floracidn y las tasas de visita polinizadores en 60 individuos de
fearthrophyling cueingfi (Papilimmiscese} en 2 laderas de exposicide ecuatorial
Y 2 luderas de vaposicién polar o los Medes de Chile Central, e la estacidn
reproductiva de 1983-1906. Adesls, se estisaron las distancias de dispersion.de
palen y semillas de esta espevie. La floracidn cosenzt ca. 30 dias antes en las
laderas de exposicide ecuaterial, y 12 sinilited prosedio de los periodos de
floracidn fee de 0.52 eatre los individuos que crecen sobre laderas de igual
exposicion y de 0.15 entre los individuos de laderas exposicidn opuesta. En las
laderas de expesicide ecuatorial, Yraeea lathoniojdes (Lepidoptera) realize
aproxisadasente wn I de las visitas a flores, en casbio en las laderas de
exposicidn polar Costris cimeraria (Hysenoptera) realizé eis del B0 de las
visitas, La sinilited sstre las frecuencias de visitas por especie de
polinizador fee de 0.3 entre los individuos que crecen sobre laderas de igual
exposiciém y sélo de 0.23 entre aquellos que crecen en laderas de exposicide
opuesta. Las particelas fleorescentes fueron dispersadas hasta 40 a desde ol
arbesto fueste, sin eabirgo no fueron dispersadas entre individuos de laderas de
exposicidn opuesta separados por senos de 10 o. Los senores niveles de flujo
ginico por aedie de polinizacion entre individuos que crecen sobre laderas de
expesicion opeesta no serian compénsados por dispersion de semillas, dedido a
e la adxisa distancia de dispersion registrada en las sesillas de A, cysingij
fee de s6lo 2 0. La reduccidn del flujo génico podria favorecer procesos de~
divergencia genética entre poblaciones que crecen en laderas de exposicidn
ecuatorial y polar, y ser uno de los factores que contribuyen a la. alta
diversidad y grado de endesiseo en los Andes chilenos.. FOMDECYT 83-1177.
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MODELO DE EVOLUCION MEIOTICA DE .CINETOCOROS
EN SALTAMONTES (A model of meiotic behaviour
of Kinetochores in grasshoppers). Rufas,J.S.
Mazzella,M.C., Suja,J.A. y Garcia de 1a
Vega,C. Unidades de BiologTa Celular y
Gen&tica, Dpto. de Biologla, Facultad de
Ciencias, Universidad Auténoma de Madrid.
Espafia. Centro de Investigaciones Biolbgicas,
c.s.1.C., Madrid, Espafia.instituto de
BiologTa Departamento de Biologfa Celular vy
Gen&tica, Instituto de Biologlfa, Universidad
de Uruguay, Montevideo, Uruguay.

Se ha utilizado el microscopio &ptico
para analizar la morfologfa de los
cinetocoros a lo largo de 1a meiosis. EI
material de estudio fueron espermatocitos de
saltamontes obtenidos por aplastamiento vy
tratados con una té&cnica de impregnacidn
argéntica.

Los cinetocoros aparecen diferenciaimente
tefidos en la regidn centromérica de los
cromosomas en todas las fases meidticas., En
profase | se pueden diferenciar perfectamente

los cinetocoros hermanos indicando su
duplicacidn previa a 1la primera metafase
meidtica. Los cinetocoros cambian su
morfologfa en relacién a las fuerzas
soportadas por ellos, siendo c¢dnicos en
metafase | y aplanados en metafase |I. En

profase y ana-telofase 1|a morfologia del
cinetocoro es esférica. Esta misma morfologfa
caracteriza a los cinetocoros de cromosomas
detenidos en metafase utilizando colchicina.

ESTUDIO Y CUANTIFICACION DE SITIOS DE RECEPTORES GABA—
BENZODIAZEPINAS EN EL CEREBELO DE RATA NORMAL O TRATADA
CON FENITOINA. Study and quantification of sites of -
GABA-benzodiazepines receptors in normal or phenytoin -
cerebellum. G.RUIZ.,VERGE,D. Esc.Medicina, U. de Valpso .
Inst. Neurosc. Univ.'P. et M. Curie, Paris, France.

La Fenitoina es una droga de amplio uso como anticonwul
sivante pero con un modo de accién molecular poco claro.
Ella podria actuar a nivel del cerebelo por activacién
de vias inhibitorias hacia corteza cerebral, siendo GABA
su principal neuromediador en el S.N.C. El receptor -
postsinfiptico forma un complejo en el sitio de unidmn;
GABA, benzodiazepinas (sitio regulador) y barbitiricos.
El conjunto se acopla a un canal Cloro. Esta hipStesis
nos lleva a estudiar los receptores GABA y benzodiazepi
nas en el cerebelo de rata durante el desarrollo por me
dio de técnicas autorradiogréficgs cuantitativas.

Cortes de cerebelo de rata de 30 dias norsal o con tre-

';-:I.onto crénico a la fenitoina _después del nacimiento
incubgdos en pr ia de ("H)muscimol (sitios umidn

GABA) o (H) flunitrazepam (sitios unién benzodiazepi -

nas). Imdgenes obtepidas por autorradiograffas muestras

importante baja de (“H)auscimol ligado a la cepa granu—

13;. siendo la baja de la capa molecular de (-25%) con
)flunitrazepanm.

Estos resultados indican una modificacién en el aiste-
ma gebaérgico del cerebelo en desarrollo, con disminu—
cién de capacidad de unién del neuromediador a la capa
granular. Se abre asi la perspectiva de una nueva in-
terpretacién en el mddo de accidén del anticonvulsivan-
te en el Sistema Nervioso Central, que puede ser re -—
suelto a través de la biologfa molecular.

VARIACIONES ESTACIONALES DE INDICES
HEMATOLOGICOS EN ABROTHRIX ANDINUS
(CRICETIDAE). (Seasonal variations in blood

indices in Abrothrix andinus (Cricetidae)).
Ruiz, G. Depto. de Biologia, Fac. de Ciencias
B4sicas, Universidad Metropolitana de

Ciencias de la Educacién.

Fluctuaciones estacionales de indices
hematologicos han sido descritos en varias
especies de mamiferos, pero con resultados
contradictorios. En el presente trabajo se
evalaa el cambio estacional de estos indices
en el roedor A. andinus en una localidad
sujeta a grandes variaciones climdticas
estacionales (Farellones). Se trabajé con las
técnicas hematolégicas usuales en 20
ejemplares capturados en verano y c¢on un
igual namero de individuos en invierno. Los
resultados indican que las mayores
diferencias estacionales se reflejan en el
volumen corpuscular medio del eritrocito
(menor en el invierno), en el numero de
glébulos rojos y en la concentracién de
hemoglobina circulante, ambos mayores en
invierno (p < 0.001). Aunque el hematocrito
no es marcadamente diferente en ambas
estaciones, es sin embargo mayor en invierno
(p < 0.02). La concentracién de hemoglobina
corpuscular media no fué diferente (p >
0.0S5). La disminucién del volumen del
eritrocito no se debe a deshidratacién ya que
la concentracién de saélidos del plasma no
difiere significativamente entre ambas
estaciones (p > 0.05). Interpretamos estas
fluctuaciones estacionales como respuestas
adaptativas a las mayores demandas
energéticas durante el invierno.

Financiado por: FONDECYT 0813 y DTI N-2594

EFFECTO DE LA DESNUTRICION TEMPRANA EN LAS RESPUESTAS
INTERHEMISFERICAS EVOCADAS EN LA CORTEZA VISUAL DE LA
RATA. (Effect of early malnutrition on interhemispheric
evoked responses in the rat visual cortex). Ruiz
S., Pérez H. y Soto-Moyano R. Unidad de Neurofisiologfa
y Biofisica, Area de Ciencias Biolégicas, INTA,
Universidad de Chile.

Estudios electrofisiolégicos sefialan que la restricciém
proteica precoz aumenta la latencia de las respuestss
transcallosas en la corteza frontal de la rata, situe—
cién que se revierte a los 21 dias de edad. El objetivo
del presente trabajo es estudiar en el &area visual, gque
tiene un desarrollo ontogenético mis temprano que el de
la corteza frontal, el efecto de la desnutricién cald-
rico-proteica en la amplitud y campo de extensién de l=s
respuestas interhemisféricas evocadas por estimulacifm
del &rea visual contralateral. Se usaron dos grupos
de ratas de 45 dfas de edad: {a) normales, provenientes
de camadas de 8 crias por nodriza; (b) marédsmicas, pro-
venientes de camadas de 18 crias por nodriza. Los ami-
wales fueron anestesiados, curarizados y puestos em um
aparato estereotéxico. Se insert6 un electrodo bipolar
de 100 um para estimular eléctricamente la corteza
visual izquierda en las coordenadas A=0.0; L=3.5 sm.las
respuestas evocadas interhemisféricas se registreron
en la corteza visual derecha, en un érea comprendida
entre A = -2.0, 5.0 y L= 0.5, 5.5 mm. Las respusstas
interhemisféricas evocadas en la corteza visual
de los animales marésmicos, respecto a los normmles,
mostraron: (1) menor amplitud, (ii) desigual distribu-
cién de los focos de méxima amplitud, (iii) menor
extensién del campo de respuesta. Los resultados indican
que la desnutricién precoz induce déficits em el desa-
rrollo de las conexiones interhemisféricas del 4rea
visual, sugiriendo la existencia de alteraciones
morfolbégicas que perduran en la edad adulta de la
rata.

(Proyecto FONDECYT 29/1988).
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ERRIQUECIMIENTO AMBIENTAL PRE-DESTETE EN RATAS:
SU EFECTO SOBRE DIFERENCIAS SEXUALES EN EXPLO-
RATIVIDAD Y CONDICIONAMIENTO, (Barly enriched
environmental exposure in rats: effect on sex
2iffzzzgces in exploratory behavior and condi-
on . inlxqs_l?
Departamento de Fisiologia y Bio: fs!c.,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

Comparadas con ratas machos, hembras de la
cepa AXC son méis activas en conducta explorato-
ris medida en Campo Abierto (CA), y se condicio-
nan significativamente mejor en Condicionamiento
Instrumental de Evitacién de Dos Vias (RCIE2V).
Con el propésito de estudiar la posibilidad de
modificar estas diferencias sexuales, 6 machos
¥ 3 hembras fueron sometidas a ambientes enri-
quecidos entre los dfas 10-15 de vida (Grupo EE)
Seis machos y 5 hembras de las mismas camadas
constituyeron el grupo control (SE). A lbs 85
dfas se colocaron individualmente en CA y se con
tabilizaron los f{ndices de Reactividad Emocional
en Situacién Novedosa durante 3'. A los tres me-
ses fueron entrenadas en la Tarea de RCIE2V.

Resultados: se observaron diferencias en Ex-
ploratividad. Los machos EE fueron significati-
vamente superiores a sus controles SE en Ambula-
cién y Latencia de Miccién, y diesminuyeron sus
diferencias con las hembras, las que no mosira-
ron diferencias entre sf (EE y SE). En condicig
namiento, en cambio, las diferencias sexuales se
mantuvieron a favor de las hembras, independien-
temente de 1a variable estimulacién precoz.

Bs posible que el tiempo de estimulacién de
15 dfas sea demasiado breve como para alterar
este patrén conductual genéticamente determina-
do y que sea necesario estimular por perfodos de
tiempo més prolongado para lograr cambios en la
conducta de los machos.

Proyecto Pondecyt 0118/88.

BEGEABACION BE CONPMIESTOS NOODELQ ODE LIGNINA POJ CONSORCIOS BACTERIANCS.
(degradation of ligain sodel compoands by bacterial comsortia). Salas, L.,
Gonzdlez, .B y Viceda,R. Unidad de Microbiolegia y Genética Molecular,
Faceltad de Cieacias Bioldgicas. P. Universidad de Chile. Casilla 114-D.
Santiago, Chile.

[a liguina s, juato a la celulosa y la hemicelulosa, wn « ente
principal de la sadera y otros tejidos vegetales. Debido a su complejidad
estructural e insolebilidad, el estudio de la degradacida de la lignina ha
sido sélo posible sediante el uso de sodelos soleculares (monéseros, diseros,
ete,). Esto ha peraitido descubrir que 1a despolimerizacidn de la lignina es
llevada a cabo principalaente por los hongos de pudricién blanca. Sin
esbargo, se ha postulado que es la accién conjunta de hongos y bacterias lo
ve peraite la degradacién total de la lignina. A este respecto, se han
zestrito bacterias aisladas de la maturaleza capaces de wtilizar cospuestos
sodelo de lignina roso dnica feente de carbono. Entre ellas, nuestro grupo ha
descrito dos cepas que creces eficientesente en sodelos diséricos.

Por otra parte, en “palo pedrido”, en ecosistesa propio de bosques
del ser de Chile, se prodece una degradacién selectiva de los compomentes de
la nadera. Ea en estados dos de descomposicién, la lignina se
halla practicasente auseata, permaneciendo wn alto porcentaje de calulosa sin
ser atacada. El principal organisso responsable de esta biodelignificacién
selectiva es el basidiomicete Banodersa annularis. los estufios han revelado
la presencia de levadaras y bacterias en estas meestras, aungee no ha podido
asignarseles ningusa fencidn especifica en la delignificacidn. Ha contribuido
4 ello la dificultad experiaentada en aislar dichos aicroorgasiseos en forea
estable en el laboratorio.

Coso una sanera de comocer sejor la contribucidn que realizan las
bacterias en procesos naterales en donde se esté degradando lignina, en este
trabajo se ha realizado mna bdsqueda sisteadtica de especies bacterianas
presentes en awestras de "palo podrido®, que sean capaces de wsar rospuestos
sedelo de lignisa como dnica fuente de carbono y energia. Se realizaron
tultivos de enriquecimieato en los que se usaron como dnica fuente de carbono
les siguientes amodelos diséricos de lignina: dcido difenilpropanoico,
bidroxisetildesoxianisoina (dos compuestos que poseen enlaces del tipo p-1) y
veratrilglicerol -B-guaiaciléter (con wn enlace del tipo B-0-4). Estos
cultivos fueron inoculados con awestras de madera en distinto grado de
descospesicidn. No fue posible obtener bacterias aisladas capares de crecer
e estos wsodelos. Sin esbargo, el modelo B-0-4, es cuantitativamente
degradado por tres consorcios bacterianos. Cada wno de ellos exhibe
wstableseate la propiedad setabdlica y representan el priser aislasiento
exitese de bacterias provenientes de °palo podride”, obtenido en el
lalwraterio. En esta oportunidad se describen, adesds, las caracteristicas

acrebieligi y las propiedades setabélicas de cada wno de los tres
omewcies y de sus cospooentes individuales, z la luz de la funciés qee les
punla caber ea )2 degradacién de lignina,

Eshw trabejo fee finantiado por el Proyecto FOMDECYT 0454/88

ESTUDIOS INMUNOLOGICOS COMPARATIVOS DE BIOAD-
HESIVOS MARINOS. (Comparative immunological
studies of marine biocadhesives). Saez, C. ¥y
Pardo, J. (Patrocinio: L.0.Burzio). Instituto
de Biogquinmica, Facultad de Ciencias,
Universidad Austral de Chile, Valdivia.

El adhesivo producido poxr los Mytilidos es la
proteina polifenélica (PP), cuya caracte-
ristica m&s singular es el alto contenido de
dihidroxifenilalanina (DOPA). Hemos desarro-
llado un procedimiento de purificacién de las
PP de Mytilus Choromytilus choruys,
Yy ater, que evita etapas cromato-
gréficas. La composicién aminoacidica de las
PP muestran diferencias, pexro un alto
contenido de Lys y DOPA. Llama la atencién la
sustitucién de Pgo por Gly en alguna de
ellas. Se dlscutird la secuencia de consenso
de la Pr de )A.ater. Se ha producido anti-
cuerpos para la PP de Ch.chorus el cual
reconoce las PP de otras especies. También se
ha producido un antisuero contra el decapép-
tido sintético de consenso de la PP de
M.edulis (Waite;USA Patent NO 5485485):
Ala.Lys.Pro.Ser.Tyr.Pro.Pro.Thr.Tyr.Lys. Bste
antisuero reacciona solo con las PP parcial-
parcialmente purificadas. El material inmu-
noreactivo son polipéptidos de 18 y 21 kDa.
Se determinard la composicién aminoacidica y
secuencia de ellos. Inmunocitoquimica revelé
que tanto el suero anti-PP como el anti-
péptido reconocen el mismo tipo celular en 1la
regién glandulax del pie del molusco. Se
discutird la hipétesis de que los polipép-
tidos de 20 kDa serfan precursores de la PP.
(Financiado por Proyecto NO (C-10083 Qe
Fundacién Andes y Convenio PROCASUR-UACH).

CAMBIOS EM LA EXPRESION GENICA COMO RESPUESTA
A INFECCION POR FITOPATOGENOS (Changes in gene
expression as a response to phytopathogen
infection) Salazar.]. Depto Biogquimica y Biol.
Mol., Fac. Cs. Gcas. y Farsacéuticas y Depto
Bioguimica, Fac. Medicina. U. de Chile.

En numercsas especies vegetales los niveles
de fenilalanina amonio liasa (PAL) aumentan
significativa y transitoriasente en respuesta
a la accidén de patdgenos. Este aumento ests
relacionada con la produccién de fitoalexinas,
metabolitos secundarios ausentes en tejidos
sanos. Estos se acumulan en el sitio de la
infeccidén e inhiben el desarrollo de hongos vy
de bacterias.

En este trabajo se estudia las variaciones
del material genético responsable de la
sintesis de fitoalexinas, en respuesta a
fitopatdgenos.

Se utilizaron pldntulas de limonerg que se
infectaron. con Irichoderma harziapum y se
aislaron 1los RNA polisomales a diferentes
tiempos post-infeccién (0, 14, 18, 22 y 26
horas). Por cromatografia en Dligo dT-celulosa
se purificaron los mRNA de cada grupo de
pléntulas y se establecieron las condiciones
éptimas para 1la sintesis "in vitro® de
proteinas.

Se determiné la incorporatidén de SH-Leu  en
los productos de traduccidény se separaron
posteriormente en PAGE-SDS. Los péptidos
sintetizadaos a partir de 1los mRNA de 1los
diferentes grupos de plantulas, se analizaron
comparativamente.

Financiado por FONDECYT 157/88; IFS (C/1139-1)
y DTI-U.Chile (B 2950-8813). Dirigido por L.M.
Pérez.
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ESTRUCTURA GENICA DE UN DPERON RIBOSOMAL Y EXPRESION DE ALGUNDS PROMOGTORES
GENOMICOS DE Thiobacillus ferrooxidans. (Genetic structure of a ribososal operon
from 1. ferrooxidans and genosic proacters expression). Sinchez, H., flores, H.,
Metz, C. y Venegas, A, Unidad de Microbiologia y Genética Molecular. facultad de
Ciencias Biolégicas. P. Universidad Catélica de Chile.

Thiobacillus ferrooxidans es una bacteria quimiolitotréfica acidéfila que
estd involucrada en el proceso de biclixiviacién de minerales. El desarrollo de
un sistesa de manipulacién genética es importante si se desea mejorar el
proceso, modificande alqunas de las propiedades metabélicas o estructurales de
los microorganiseos involutrados.

Previo al desarrollo de la manipulacifn genética es necesario incresentar el
conocimiento bdsico de la estructura génica de estos aicroerganisses. Es por
ello que nos hesos dedicado a la caracterizacién de genes y andlisis de
prosotores, con el fin de descifrar estas estructuras y disponer de ellas en
forma aistada para la construccién de un vector basado en un plissida de amplio
rango de hospedero. Para esto se construyé unz genoteca con DNA cromososal de 7.
ferrooxidans A,

La estrategia fue aislar un gen de tRNA como sodelo sisple de estructura
génica de esta especie, usando como sondd una fraccién de RMA de bajo peso
solecular, purificada  desde” el amisas amicroorganismo. Se secuencié el DMA
utilizando el sétodo de Sanger. Para aislar promotores se realizé uma genoteca
en el vector pkKK232-8, especificasente disefiado para este fin.

Uno de los clones zislados con la sonda de RMR, 1lamado ptTF92, resulté ser
un operén ribososal conteniendo das genes para tRNA. La organizacién gémica de
este operén, resulté ser semejante a la de £. coli, con la siguiente
distribucién de genes: 155, tRWAI:e, tRNA%le, 235 y 55, Mediante secuenciacién
del operén, adesds de los genes asencionados, se identificé la sefal de térsino
de transcripcién, sedales de procesamiento y una secuescia cosplesestaria a la
secuencia de "Shine-Daigarno®, localizada al términc del gen de 145, E1 clon
caracterizado no contensa el prosotor de transcripcién, perc persitié correla~
cionar sesejanza funcional y estructural de estos genes, al cospararios com E.
coli y B. subtilis.

Finalecnte, se aislaron varios prosotores de transcripcién de T,
ferrooxidans, utilizando un criterio basado en la expresidn fusciosa] de estas
estructuras en £, coii. A estos prosotores se les detersind su secsancia de
bases, encontrindose una conservacién de la secueacia de bases descrita coso de
consenso para prosotores procariéticos.

El paso siguiente consistird em subclonar estes promotores em el vector de
amplio range de hospeders pKT240 y dp este acdo obtener expresién del gen para
resistencia a estreptosicina. La expresién de dicho gen, existente em ol vector
pKT240, estard bajo el coatrol de estos prosotores aislades de tiobacilo,
constituyendo el paso inicial para desarrollar un sistesa de tramsferescia de
saterial genético en estos microorganissos acidéfilos,

Este proyects M side financiade par  PWUD/ONUDL  CHI8S/002 ¥y
PAUD/ONUDT /CODELCO CH188/003.

INTERACCION DEL CORE VIRAL CON LA PROTEINA VP6 EN LA
TRANSCRIPCION DE ROTAVIRUS. (Interaction of wviral
core and VP6 protein in rotavirus transcription).
Sandino,A:M. Unidad de Virologfa, Instituto de Nutri-
cién y Tecnologia de los Alimentos. Universidad
de Chile.

El rotavirus de cubierta simple es capaz de transcribir
"in vitro" los 11 genes virales. La particula viral
de cubierta simple estA formada por el core viral,
donde se encontrarfia la maquinaria de transcripcién
y la proteina VP6, que compone la cubierta interna
del virus, la cual se ubica alrededor del core.
Nosotros hemos observado que la presencia de la protefi-
na VP6 es indispensable para que ocurre la transcrip-
cidn. En cambio, esta protefna aparentemente no
es requerida para la replicacién viral. Bajo nuestras
condiciones de estudio la proteina VP6 no tiene
actividades enzimiticas asociadag a la transcripcién.
Resultados sugerfan que VP6 era una proteina que
se unfa al RNA gendSmico viral, sin embargo mediante
experimentos de "blotting", de retardo en la movilidad
electroforética y de inmunoprecipitaci6én del complejo
protefina-RNA se ha descartado esta posibilidad.
Actualmente se estd estudiando cual es la protefna
del core que interacciona con VP6, utilizando técnicas
de entrecruzamiento de protefnas, con el fin de
entender su funcién en la transcripcién. Aparentemente
su interaccién es con la proteina VP2 del core.
Mediante el uso de anticuerpos anti VP2, que se unan
alrededor de core se intenta reemplazar a la protefna
VP6 en su funcidn en la transcripcién.

También se dispone de una mutante termosensible
en la protefna VP6 que es"capaz de replicar el genomio,
sin embargo se estd estudiando si esta mutante a
la temperatura no permisiva es capaz de transcribir.

Financiado por Proyecto FONDECYT # 1017.
* A.M. Sandino es becaria de la Fundacién Andes.

MEMBRANAS AISLADAS DE MUSCULO BESQUELETICO DE ANFIBIO
POSEEN ACTIVIDAD INOSITOL 1,4,5-TRISFOSFATASA.
(Membranes isolated from amphibian skeletal muscle have
inositol 1,4,5-trisphosphatase activity). Sanchez, X, e
Hidalgo,C. Departamento de Fisiologia y Biofisica,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile y Centro de
Estudios Cientificos de Santiago.
Se ha postulado que el inositol 1,4,5-trisfosfato

) actla como mensajero quimico en el acoplamiento

1nc16n-contracc16n en mdsculo esquelético. De
acuerdo a este modelo, la contraccién serfa consecuencia
de la liberacién de IP, en respuesta a la estimulacién
eléctrica, y la relajacién se produciria por accién de
una IP, fosfatasa. Nosotros hemos investigado la
presencia de actividad IP, fosfatasa en meambranas
aisladas de tdbulos transversales (TT) y reticulo
sarcoplasmatico (RS), incubando las membranas con 3H-1P
(4@ uM) en presencia de 3 mM HqCIZ, 2.1 M KC1, 0.2 ii
EGTA, 50 mM HEPES-Tris, pH 7.2. La reaccién se detiene
con TCA y se determinan los inositoles fosfatos
producidos por analisis del sobrenadante mediante HPLC.
Asbas membranas poseen actividad hidrolitica, pero los TT
tienen una actividad especifica ¢ a 5 veces sayor que la
del RS. Resultados similares han sido descritos por
Milani y cols. (Biochem. J. 254, 525, 1988) en membranas
de manifero. Sin embargo, estos autores describieron que
el IP, se hidroliza s6lo a IP,, en tanto que nuestros
:emlétdns mestran claramente cue el 193 se hidroliza
secuencialmente a Ip, IP e inositol. Hemos demostrado
previamente que las membranas aisladas de TT incorporan
inositol de povo a fosfatidilinositol, y que este se
fosforila hasta fosfatilinositol (4,5)-bifosfato, el que
se hidroliza a su vez produciendo n>3. Por lo tanto, los
resultados. presentes permiten concluir que todo el ciclo
de reaccines enzimaticas que dan cuenta de la sintesis y
degradacisén del ; estan presentes en las membranas de
los TT.
Financiado por FONDECYT 972, NIH GM 35981 y MDA.

FITOSOCIOLDGIA DE LDS BOSQUES PANTANDSOS COSTEROS
NATIVOS DE LA VI Y VII REGION DE CHILE CENTRAL.
(Plant sociological studies in the copastal native
swamp forest from VI end VII region Central Chile).
San Martin, J.; Troncoso Vslladares, L., Sede
Yalca Pontif. Universidaed Catglica de Chile y Univer
eidad de Talca, Telca.

En la Cordillera de la Costa de Chile Central gon
frecuentes hosques de canelo y mirtéceas. Eatos bos
ques tienen aemplia y fragmentads distribucién vy son
szonales. En quebradss costeras de la VI y VII re-
giones se estudif la estructura florfatica de eatos
bosques y se determinf loe sintaxa.
Entre Tregualemu y rfo Repel se leventaron 153 cen-
808 vegetacionales, registréndose las especies, su
cobertura por estrato y su vslor de importsncia. En
une tabla ordenads ae determinf el espectro biolfgi
co y las asociaciones.
Se :lnventariu‘on 196 especies, aiendo las més impor

tanies: a cheguen, Myrceugenia exsucca, Blechnum

chilense, Perges lingue y Boguila trifoliolata. En
las Furmaa de vida dominan fanerOfitos y hemicript6-
fiton. Se determinaron siete asociaciones:

) en exeuccae, M. exauccae con Luma aaya-
EE' . exsuccge var. con AmumEtus luma, |emu- VT~
ceug enietum exauccae, Peraeu-MEchganietum exsu-
ccae, Ltaviu— yrceugenietum exsuccae y 1rEu-Nn-
thofagg tum entaercticee. El mayor nimero y oiversi-
dad de especies sef como de sintaxa, se encuentran
al sur del rio Maule.

Proyecto de Enlace 3025 CONICYT- 1988




S AT T B T P N B b e S oA S SRS

R N———

R 302

INTERACCION COLAGENO-PROTEOGLICANOS DURANTE LA REGENE-
RACION DE LA ALETA CAUDAL DE TELEOSTEOS. (Collagen-
proteoglycans interaction during tail fin regeneration
of teleosts). Santamarfa, J.A. y Becerra, J. Depar-
tamento de Biologia Celular y Genética, Facultad de
Ciencias, Universidad de Malaga. Espafla.

Las aletas de peces telebsteos sufren un proceso de
regeneracién, tras la amputacién parcial, que en pocas
horas restablece la estructura completa.

En esta comunicacién, se presenta la evolucién de
la matriz extracelular durante el proceso, a la luz de
datos histoquimicos procedentes de ejemplares de
Carassius auratus y Tilapia melanopleura, centrando la
atencién en membranas basales, matrix blastémica y
matriz lepidotriquial.

El usc de tinciones especificas, picrosirio para
colégeno, azul alciano para glucosaminoglicanos, PAS,
metenamina de plata y lectinas para glucoproteinas,
asi como de digestiones enziméticas con papaina, hialu
ronidasa y colagenasa, nos ha permitido hacer una
buena aproximacién al papel que estas moléculas del
entorno extracelular desempefian en el proceso regene-
rativo., La cuantificacién microdensitométrica reali-
zadaen secciones tisulares, nos ha permitido descubrir
que la interaccién colégeno-proteoglicanos es alta en
las estructuras esqueléticas principales {las lepido-
triquias) y que esta interaccidén es progresivamente
mayor segin madura el tejido.

De todo ello, se deduce que la aleta regenerante
de telebsteos es un excelente modelo para el estudio
de marcadores celulares y extracelulares durante los
procesos morfogenéticos.

INTERACCION DEL ANTIGEND T CON ESTRUCTURAS SUBNUCLEA-
RES EN CELULAS TRANSFORMADAS POR 8V40. (T antigen
intaractions with subnuclear structures in 8V40-
-transforaed cells).

Santos, M., Corvalén, A., Arenas, P.A, y Ordenes,G.E.
Departamento de Piologia Celular y Genética, Facultad
de Medicina, Universidad da Chile.

La distribucién intranuclear del antigeno T
mayor (ag-T), cambia en forma ciclo dependiente en
células transforsadas por SV4Q, Cada patron de
distribucién podria resultar de interacciones del
ag-T con distintas estructuras subnucleares. La
existencia de tales interaccionss fue investigada en
células de cultivos con alta (A) o baja (B) actividad
proliferativa. Estas se sosetisron in situ a extrac-
cion diferenciel para remover, sacuencialsente,
la fraccion nucleopldsamica y cromatinica, dejando
como resansnte la satriz nuclear. €1 ag-T se detacté
citoquieicamente (PAP) después de cada extraccion,
con anticusrpos poli y eonoclonalas. Los resultados
sugiersn que, el patrén hosogéneo cbservado en los
cultivos B, estaria dado por la forma soluble de ag-T
an el nucleoplassa. E1l patrén heterogéneo observado
en los cultivos A, e=n casbio, resultaria de la
asociacién del ag-T a zonas de la matriz. Tratamien-
tos con cicloheximida y experimsentos de pulso y caza
peraitieron analizar la estabilidad de las distintas
subpoblacionss de ag-T. Al respecto, se ocbservé que
el ag-T asociado a matriz es ads estable que el
nucleopldsaico y que la vida media dal ag-T nucleo-
pldsmaico y cromatinico, analizados sn conjunto, es
sayor en las células en reposo que en proliferacion.
Los cambios en la localizacion y en al astabolismo
del ag-T, en funcidén de la actividad proliferativa,
sugieren que ésta participaria en el control de la
proliferacion de las células transformadas por SV40.

Proysctos:447/87 Fondecyt; B2366 UChy S9CHL24 TWAS.
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ESTUDIOS DE COMPLEMENTACION EN EL SINDROME DE ZELL-
WEGER (SZ), LNA AFECCION GENETICA QUE AFECTA LA BID
GENESIS DE LOS PEROXISOMAS. (Complementation stu-
dies in Zellweger syndrome, a genetic disorder af-
fecting peroxisome biogenesis).Santos, M.J. Depar-
tamento Biologia Celular, P. Universidad Latdlica
de Chile.

El sindrome de Zellweger es una afeccifn genética
recesiva y letal, caracterizada por miltiples mal-
formaclanes y complejas alteraciones bioquimicas.
Estas incluyen deficiencias de funciones peroxiaoma
les tales como la B-oxidaci6n de acidos grasos, la
sintesis de plasmalfigenos. No existen peroxisaomas
en este sindrome y las enzimas peroxiaomales se sip
tetizan en forma normal, pero permanecen en el citn
plasma o son degradadas. Recientemente, hemos encun
trado que en este sindrome existen proteinas de la
membrana peroxisomal ensambladas en membranas vacims
(*fantasmas peroxisBmales®), lo que nos llevd a pos
tular que este sindrome seria debido a una mutacién
que afecta la destinacifn de los componentes peroxi
somales (Santos et al., Science 239:1536, 1988 y J.
Biol. Chem. 263:10502, 1988).

Con el proEEEito de investigar si existen mas de
una mutacifn responsable del fenotipo 52, realiza-
mos estudios de complementacitn genética entre di-
ferentes lineas celulares de fibroblastos deriva-
dos de distintos pacientes. Fusionamos éstas célu-
las y evaluamos la recuperacién del fenotipo pero-
xisomal normal por inmunofluorescencla. Pudimos de-
tectar 5 grupos de complementacién diferentes en el
S82. Este estudio permite evidenciar heterogeneidad
genética en el 52, reconociéndose al menos 5 genea
responsables del ensamblaje peroxisomal.

MICROSUCESION HMETEROTROFICA EN CADAVERES DE CO
NEJOS. (Heterotrophfc microsuccession in rabbTt
carcasses). S&iz,F.,Tosti-Croce,E. y Leiva,M.S.
Seccién Ecolog(a, U. Catélica de Valpara{so,
Casilla 4059, Valparafso, Chile.

Se presentan los resultados del primer en
sayo sobre sucesifén heterogr6fica en cadavéres
de conejos en bioma de espinal degradado y cli
ma mediterrédneo.

En un sistema de grilla, se dispusieron 25
caddveres de conejos (x edad:55 dfas; x peso:
1150 gr) sobre la tierra que llenaba cajas es-
peciales enterradas a nivel de suelo, mantenien
do los estratos naturales y protegidos de macrg
depredadores. La secuencia de extraccién de ca
diveres se hizo al azar y su frecuencia de acuer
do a la velocidad de la descomposicién (3-8 a
8-10 dfas). Se registraron condiciones climati
cas durante el proceso.

Ademds del muestreo en cadéveres se colec
16 mesofauna del suelo cada 2 cm. A 0-2,12-187
23-25 cm se evalu6é pH, materia orgénica y N.

Duraci6én del ensayo :10-08/26-12- 88 inclu
yendo invierno, primavera y parte de verano.

Resultados: a) ligera acidificaci6n, dis-
minuci6n de m.orgdnica y mantenci6n de conteni
do de N en suelo; b) Tanatol6gicamente se dis~
tinguen las fases: FRESCO= 10-11 dfas, cuerpo
intacto, larvas de dipteros en el interior;EN-
FISEMATOSO= 4-5 dfas, cuerpo hinchado;LICUEFAC
T0= 7-8 dfas, aparici6n de orificios en el cuer
po y liberacion de liquidos al suelo; SECO=ca-
rrofia deshidratada, fibras,piel,pelos,pupas de
dipteros, larvas de Staphylinidae, a partir del
dfa 23; c) pupas de dipteros parasitadas por
Hymenoptera y Staphylinidae; d) No participa -
cién de Dermestidae y poca de Trogidae.

Proyecto Fondecyt 646/88
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PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE CILIOS QUIMIOSENSO-
RES DE EPITELIO OLFATORIO DE RANA CHILENA CAUDIVERBERA
CAUDIVERBERA. (Purificationr and characterization of
chemosensory cilia from the olfatory epithelium of
the Chilean frog Caudiverbera caudiverbera). Schmidt,
P. Departamento de Biolog{a, Facultad  de Ciencias,
Universidad de Chile. (Patrocinio: 0. Monasterio)

Los mecanismos de transduccién de la sefial olfato-
ria han sido estudiados con preparaciones de cilios
quimiosensores aislados de epitelio olfatorio de Rana
catesbeiana, Rana ridibunda y del pez-gato (Ictalurus
punctatus). En ellos se ha caracterizado una actividad
adenilato ciclasa presente en la membrana ciliar y la
respuesta electrofisiolSgica. La topologfa de las pro-
tefnas . de membrana y sus posibles interacciones no
han sido estudiadas. Hemos obtenido una preparacién
parcialmentd purificada de cilios quimiosénsores de
epitelio olfatorio de rana chilena Caudiverbera
caudiverbera. Microscopfa electrénica de trasmisién y
de barrido revelan la presencia de cilios olfatorios
y de vesfculas de membrana circularizadas. Los cilios
olfatorios presentan longitudes entre los 8-20 pm y
dismetro de 0,26 pm, similares a las observadas en
las otras especies anfibias. La pureza de la prepara-
cién fue evaluada de acuerdo a la actividad Na-K
ATPasa (1,32 U/mg) y adenilatd ciclasa que results
ser dependiente de GTP (5,352 + 0,312 nmoles cAMP /
min x wmg protefna), € veces mayor a la presente en
membranas desciliadas. Electroforesis en geles de po-
liacrileamida-SDS muestran dos bandas intensas de Mr
55.000 y 53.000 (a y B,tubulina) y otras de menor in-
tensidad de Mr 95. OOJ 78.000, 58.000, 46.000, 42,000
y 36.000. Las dos <dltimas, corresponderfan a la
subunidad G a y Gf, respectivamente.

Los cilios olfatorios de rana chilena de acuerdo a
la ceracterizacién descrita son similares a los obteni-
dos de otras fuentes y nos permitirdn estudiar 1la
topograffa de las proteinas de la membrana ciliar
involucradas en el fenémeno olfatorio.

Financiado por Proyectos FONDECYT y DTI.

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE DNA DE
ORGANELOS DE Citruy limpnum. (Isolation and
characterization of DNA from organelles of
Citrys limonums). Seelenfreund, D. Depto. de
Bioquimica y Biol. Mol., Fac. Cs. Quimicas Yy
Farmacéuticas. Universidad de Chile.

El material gendtico en plantas e
encuentra distribuido en nicleos, mitocondrias
y cloroplastos. La localizaci6n de genes
involucrados en los mecanissos de defensa de
tejidos vegetales frente a  fitopatdgenos
requiere de un conocimiento previo del genoma
del organismo en estudio. En el caso de Citrus
la informacidn disponible es suy sscasa.

Para iniciar este trabajo se realizé un
andlisis de la ultraestructyra de los tejidos
con el fin de disefar una estrategia de
purificacidn de los organelos que contienen
material gen#tico. Estos se aislaron de
hojas vy pléntulas de limonero aediante
centrifugacién diferencial y particién de
fases. La integridad de 1los organelos fue
verificada mediante microscopia electrédnica de
transmisidn. Se extrajo DNA de preparaciones
de nicleos, mitocondrias y cloroplastos,
cuya pureza era superior al 90%. Los DNA
purificados fueron digeridos con enzisas de
rastriccién generando fragmentos de |wnor
tamaio. Los frageentos obtenidos serin
hibridados contra sondas correspondientes a
enzimas responsables de la sintesis de
metabolitos de defensa de la planta frente a
patdégenos.

Financiado por FONDECYT 157/68, IFS (C/1139-1)
y DTI-U. Chile (B2930-8813). Dirigido por L.M.
Pérez.

CONCENTRACION DE '?7Cs EN LECHE BOVINA DE LA X HEGION,
CHILE. (Cesium-137 abundance in cow milk from the
X Region,Chile). Schuller, P.*, Handl,J.** y Videla,
*Instituto de Fisica, Facultad de Ciencias, Universidad
Austral de Chile.

**Niedersiichsisches Institut fiir RadioBkologie, Hannover
RFA. (Patrocinio: M. Alberdi).

Casio-137 es uno de los radioisdtopos artificiales de
mayor importancia radiosanjtaria. La leche es considera-
da entre los alimentos que contribuyen mayoritarismemts
a la ingestidn de radionucleidos provenientes de depdsi-
to atmosférico, especialmente en lactantes y nifios.

En 25 predios de produccidn lechera, ubicados en la
X Regién, Chile, entre las latitudes 39°31'S y 40°07°'S
se recolectaron miestras de 3% de leche entre los
feriodos de pastorec 1984-85 y 1985-86. La actividad de

7cs en leche se midi§ por espectroscopia gama de alta
resolucidn en las muestras previamente evaporadas y cal-
cinadas a 400°C.

La mediana de la concentracibn de Cs en leche proce—
dente de predios ubicados en la cercanfa de Valdivia
(39°50's, 73°15'0), de 0.39Bq/% (n=21), excede a la de
leche recolectada en los otros lugares de la X Regifn de
0.27Bq/L (n=12). Aumbos valores son ademfis superiores a
los reportados en el informe UNSCEAR 1982 para Chile,
Parfl y Argentina, que oscilan ente 0.06 y 0.2 Bq/L en
los afios 1979 y 1980 y estfn en limite superior de los
sefialados para pafses del Hemisferio Norte, donde varfa
entre 0.1 y 0.3Bq/% en los mismos afios.

Se discuten en el presente trabajo las posibles causas
de los valores encontrados.

Financiado por Proyectos FONDECYT 0936/88 y DIUACH
5-86-24, chile, y GeSellschaft ffr Technische
Zusammenarbeit y Niedersichsisches Institut fBr
RadioBkologie, RFA.
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RECEPCION Y TRANSKISION DB SEXALES DE CONTACTO
DURANTE BL DESARROLLO INICIAL DB LO8
NANIFEROS. (Reception and transmision of
contact eignal during the early mamsalian
developmant).

Sephilveda, X.5. (X). & Izquierdo, L.
Dpto. Biologfa, Fac. Ciencias, U. de Chile.

Hemoe mostrado que el contacto celular
provoca la regionalizaci6n de la membrana
plasmiitica, reconocida por la actividad de dos
enzimas (5'-nucleotidasa y fosfatasa alcalina)
Yy que este proceso implica la existencia de
una sefial de contacto, de un receptor y de una
via de transmision a través de la célula.

Para jdentificar los componentes de
superficie comprometidos en la recepcitn de la
safial de contacto, hemos wutilizado lectinas
que se unen a distintos carbohidratos.
Aquellas se unen a glucosa, manosa, N-
acetilglucosamina, &cido siSlico, galactosa y
galactosanina provocan regionalizacitn de 1la
mambrana plé&smatica en una forma dependiente
de la concentraci6én utilizada y del tiempo de
incubacién. Legtinas que se unen a fucosa, en
cambio, no provocan regicnalizacién.

Para estudiar la participacién de

ﬁmd"!. ggggggoge%elatti?‘z‘233818¥buggri*e
cANP, esteres de forbol, oleoilacetilglicerol,
ionéforo de Calcio, LiCl, etc. Los resultados
hasta el momento sugieren la participacién de
mensajeros del sistema fosfatidilinositol y no
de CcAMP en la transmisién de 1la sefial de
contacto que 1lleva a 1la 1induccién de la
regionalizacion.

Financiado por: Fondecyt y U. de Chile.

(X): becario PFundacién Andes.
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LA EXPRESION DEL GEN KININOGENO T ES AUMENTADA
DURANTE LA VEJEZ. (T-kininogen gene expression
is induced during aging). Sierra. F.*, Fey, G.°
y * k:Nestlé Research Centre, Nestec
Ltd. Vers-chez-les-Blanc, CH-1000 Lausanne 26,
Suiza, °*:Dept. of Immunology, Research
Institute of Scripps Clinic, La Jolla, CA
92037, EEUU.

Hemos construido una biblioteca de cADN de
higado de ratas senescentes (24 meses de edad),
y por medio de hibridizacién diferencial, hemos
seleccionado clones correspondientes a ARN
mensajeros cuya abundancia es ada durante
la vejez. La secuencia de las inserciones ha
demostrado que la mayoria de los clones (9 de
un total de 10) contienen secuencias que
codifican el kininégeno T (también llamado
Major Acute Phase protein, MAP). Experimentos
de elongacién de ARN en nicleos aislados han
demostrado que el incremento del ARN es debido
a un control a nivel de la tramscripcién. Los
genes de kinindgeno T tienen tres sitios de-
inicio de la transcripcién; mapeo con nucleasa
81 o con ribonucleasas (RNase mapping) permiten
conclulr que, en ratas viejas, el sitio de
iniciacién # 2 es el preferencialmente
utilizado. Durante una reaccién de fase aguda
(inflamacién), la transcripcién de los genes de
kininégeno T también se encuentra muy elevada,
pero en este caso, son los sitios # 2 y # 3 los
inducidos. Nuestras investigaciones actuales
tienen por objetivo determinar el mecanismo de
induccién, a través de métodos como la
transfeceién y la transcripeién in vitro en
extractos solubles de proteinas nucleares.

_VARIACIONES INTRAESPECIFICAS EN PATRONES DE MO-
VIMIENTO EN D. melanogaster. {Intraspecific va-
riations in patterns of movement in D. melano-

aster adult flies).Silva,J.y Godoy-Herrera, R.
gepEo.Aqroin.y Cs.AmS.U.Bio-B(o y Depto. BioT.
Cel. vy Genét. Fac. Medicina, U. de Chile.

Como se mueva una mosca puede tener consecuen
cias para la bisqueda de alimento,de pareja y/o
de congéneres. Estudiar patrones de movimiento
puede ayudar a fdentificar 1los mecanismos con-
ductuales de agregaciones y de otros comporta-
mientos socfales. Aquf se describe como se mue-
ven adultos de D. melanogaster,en ambientes uti
1izados por congéneres de sexo opuesto y en am-
bientes "virgenes®.

Se examinaron individualmente moscas vfirgenes
y no virgenes de 3-4 dfas, introducié&ndolas a
cipsulas petri cuya tapa se dividié en cuadra-
dos de 0.5 cm. Despies de 30 seg. se registré
1a posicién de cada mosca cada 5 min hasta 1los
30 min. Se estimS la lotomocién por la distan-
cia entre posiciones consecutivas y los giros,
para el &ngulo descrito por tres posiciones con
secutivas.

Hay correlacién entre traslacifn y rotacién
(giros). En ambientes utilizados por moscas de
sexo opuesto, aumentan esos comportamientos ex-
presindose con mfs vigor en los machos, aunque
esto depende del genotipo. Las preferencias por
la tapa, los lados o el fondo de la caja son re
lativas al genotipo. También, la forma de mover
se de moscas virgenes differe de 1a de moscas
con experiencia sexual.

tos resultados sugieren que la forma de mover
se de los adultos de D. melanogaster se modifi-
cad por sefales dejadas por congéneres.La magni-
tud de esta modificacién depende del! genotipo y
del estado fisfol6gico de las mostas.

{FONDECYT 0044; DTI B2309-8945, U, de Chile).

EFECTO DE SUSTRATOS ORIGINADOS OE LA PLANTA DE TRATAMIENTO DE AGLAS
SERVIDAS SOBRE LA DENSIDAD POBLACIONAL OF Eisenia foetida (Effect of
substratuns originated by wastewater treatment. plants on the popula-
tion demsity Eisenia foetida).

Silva T., G., Acufia H., 0., Villagra A., M., Lipez S., R. y Garrido
Waﬂ&%@&e%ﬁm pesTerto,
Tiversidad de fertofagasta,

De las numerosas actividades que realiza el havbre se originan
desechos organicos que pueden recuperarse a través de la larbricul-

al ser tratadas dejan un sedimento conocido camo Todo y permite re-
cuperar agua, un recurso limitado en Tas zonas desérticas.

Se propone determinar si, sustratos provenientes de 1a Planta
de Aguas Servidas, pueden servir para el cultivo de Eisenia foetida.

Se realiz el montaje en triplicado de lechos experimentales
que fueron aceptados por Eisenia foetida eon los siguientes sustra-
tos: lodos seco y , Tregados con aguas servidas, tratadas,
cloradas o potable. Se nd el pH, 1a presencia de algunos ianes
(cationes y aniones), porcentaje de materia organica, ademas de cen-
sar la poblacidn y determinar su bianasa.

Los resultados indican que Tos lechos experimentales tienen un
porcentaje de 51 a 65% de materia organica con un pH que oscila en-
tre 6.8 y 7.0. En todos los sustratos hubo un incremento significati
vo de 1a biomasa y del nimero de organismos, obteniéndose Tos mejods
resultados, en el sustrato formado por lodo seco o carpost, regado
ﬁ?jEWB s{?du.SeddznﬁnélapnﬁetiadbiaesNr;K+,Gfﬂ

» Sig7, (1™ y NOg"™. . A

Se infiere que los sustratos formados con lodo seco 0 compost
con caracteristicas quimicas determinadas, son adecuados para 1a re-
produccidn y aumento de biomasa de 1a Eisenia foetida; 1o que permi-
tiria la obtencion de materias organicas Jue conduzcan a la produc-
cion de alimentos, Ta obtencidn del humus y camo una forma de evitar
la contaminacion del medio continental u ocednico - costero,

Financiamiento : PROYECTO PNUD - CHI - 87/024

CARACTERIZACION DE LOS COMPOMENTES DE LA MATRIZ EXTRACE-
LULAR DEL DISCO INTERVERTEBRAL CANINO. Silva, N., Fa-

rias, 6., Garcés, H. Depto. Patologfa Animal, Fac. Ts.

Veterinarias y Pecuiarias. Universidad de Chile.

La columna vertebral, eje anatémico central de los
vertebrados, estd constantemente sometida a variados ca
bios de fuerza ténsil derivado de su funci6n de sostén y
por lo tanto expuesta a patologfas en el hombre como en
el canino.

Se presentan estudios histoquimicos y biogufmicos
del disco intervertebral canino, a fin de correlacionar
la composicion de la matriz extracelular en relacibn .
con el desarrollo post natal. Los principales componen
tes: colégeno y proteoglicanc presentan una interdepen-
dencia y correlacién muy estrecha.

Se detect6 un predominio de col&geno tipo I (90%)
en la zona externa del anillo, una mezcla de los tipos.I
y II (40 y 60%) en la zona interna y mayoritariamente ti
po I1 (90%) en el nGicleo pulposo, a través del andlisis
electroforético y de la espectrofotometria U.V. y visi-
ble de los extractos de las diferentes zonas.

El estudio histoquimico, por medio de la reaccién
MBTH (especifica para colagenogopermlte detectar la pre-
sencia de los tipos I y II y el estado de maduraci6n de
la fibra de coldgeno al presentar colores tipicos compa-
rados con estandares. Los GAGs estudiados en las mismas
zonas, utilizando colorantes catiénicos (Safranina 0,
Azul de Toluidina y Azul de Alciano) permiten observar
bandas que aparecen entre las fibras de coldgeno del
anillo con una periodicidad estable que tiene relacidn
con los sitios de uni6n de la fibra. En el ndcleo pulpo
so se observa un reticulado inserto en una sustancia
amorfa constitufda por los GAGs.

El andlisis de las diferentes zonas permitira esta
blecer la base para estudios de patologfas discales y —
vertebrales que afectan a los animales domésticos y al

hombre.. Proyecto DTI 2939-8812
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DETECCION CITOQUIMICA DE ACTIVIDAD ATPasa EN
PEROXISOMAS DE HIGADO DE RATA.{(Cytochemical detection
of ATPase activity in rat liver peroxisomes).
Skorin,C., Munizaga, A., y cols. Laboratorio de
Citologfa Bioquimica y de Histologia. Facultad de
Ciencias Biolégicas. P. Universidad Catélica de Chile.
(Patrocinio : C. Koenig).

En estudios previos (BBRC 156: 1353-1359, 1988),
describimos una actividad ATP&sica en peroxisomas
aislados por fraccionamiento subcelular. Esta ATPasa es
Mg dependiente, sensible a NEM y DCCD y su pH Sptimo es
7,5. Considerando que la fraccién peroxisomal
purificada presenta i 5 X de contaminacién proteica,
por mitocondrias y reticulo endoplésmico, es necesario
demostrar que la ATPasa detectada no es un componente
de los organelos contaminantes. Con este objeto se
desarrollé un procedimiento citoquimico que permitiera
observar ultraestructuralmente la actividad ATP4sica
asociada a los peroxisomas. Se establecieron las
condiciones de fijacién y composicién ad da del
medio de incubacién. El andlisis bioguimico demostrsé
que en peroxisomas purificados, fijados y en presencia
de Pb, se preserva i 10X de la Mg-ATPasa sensible a
NEM. Esta actividad es méxima con ATP como sustrato. El
estudio histoquimico mostré, al microscopio
electrénico, reaccién positiva asociada a la membrana
de 1los peroxisomas de higado de ratas control y
tratadas con drogas proliferadoras de peroxisomas. Se
observaron cortes -de higado, fraccién "L, y
peroxisomas 95 X puros. Se demostré especificidad de
sustrato y sensibilidad de la reaccién a NEM y otras
drogas.

Estos resultados sugieren que la actividad ATP&sica
detectada bioquimicamente, corresponde a una ATPasa
localizada en la membrana peroxisomal, cuya funcién
requiere posterior evaluacién.

(Financiado por Proyecto Fondecyt NI 0250/88 y
Proyecto PNUD CHI/88/017).

INTERACCION ATIPICA ENTRE EL VIRUS IPN Y LAS CELULAS
CHSE-214. (Atipyc interaction between IPN virus and
CHSE-214 cells). Soler, M., Farfas, G., Kiss, J.

Laboratorio de Bioqufmica, Facultad de Medi-
cina, Universidad de Valparafso.

Desde hace un tiempo nuestro grupo de trabajo ha
estado utilizando el virus de la necrosis pancrefitica
infecciosa, virus IPN, como modelo. La idea es con-
tribuir a esclarecer el mecanismo de infeccibn de los
virus que no tienen una envoltura lipfdica exterma.

En esta comunicacién se presentan resultados de
experimentos disefiados para conocer la proporciém de
virus adsorbido respecto a la de virus internalizado.
Bésicamente el ensayo consiste en incubar virus ra-
diactivo con células en mosocapas. A diferentes ties
pos se analiza la proporcién de cuentas que puedenm -
ser removidas por tripsina, virus adsorbido, respecto
a las cuentas que permanecen asociadas a la célula.

Al emplear lzsl-virua, surgié un resultado sor-
prendente, la proporcién de virus internalizade en 2h
fue s6lo un 4% del material con que se infectS. Si se
usa virus marcado en su &cido nucleico los resultados
son muy similares. ‘Estos resultados son atfpicos, la
mayorfa de los virus son internalizados masivamente.

El significado biolégico de nuestros resultados
se discuten en base a la existencia de subpoblacio-
nes de partfculas virales y/o restricciones que impo
ne la c€lula 2 una infeccién masiva. -

Proyecto N¢ 0810 de FONDECYT.

ACCION DE ACETILCOLINA EN EPITELIO DE ALTA RESISTENCIA
(Action of acetylcholine on high resistance epithelium).
Sobrevia,Ll., Quevedo,L., Alarcdn,J. y Concha,J.
Departamento de Ciencias Fisiol6gicas. Facultad de Cien
cias Biol6gicas y de Recursos Naturales. Universidad de
Concepcibn,

Previamente se ha informado respecto a la accibn de
drogas simpaticomiméticas en piel abdominal de sapo
Pleurodema thaul, no asf l1a accibn de acetilcolina en
esta preparacidn.

E1 presente trabajo propone los probables eventos que
acontecen para la regulacifn del transporte ifnico en
este modelo biolSgico al administrar esta droga. Acetil
colina genera una respuesta bifdsica de la piel cuando
es administrada en el medio que bafia su lado serosal,
un aumento (A) de la corriente de cortocircuito (CCC) y
diferencia de potencial transepitelial (DP) seguido es-
to de una disminucidn (B) de los pardmetros. Atropina,
indometacina o el reemplazo del medio de bafio serosal
normal por Ringer sin Ca*Z mas EGTA inhibieron la fase
A, en cambio d-tubo curarina, reserpina, propranolol,
dibenamina o el reemplazo de la solucién de bafio normal
por Ringer isetianato no modificé esta respuesta. Mus-
carina, GMPc, AMPc y PGE2 aumentan la CCC y DP; clorpro
mazina inhibe la respuesta B a acetilcolina. EI1 test
de amilorida de Isaacson arroja un aumento y disminu-
cibn de la resistencia al paso apical de Na para las
fases A y B respectivamente tal como ocurre con las de-
terminaciones, de flujo mucosa-serosa de Na 2, En pie-
les incubadas! con Ringer colina o cuando amilorida
(100uM) fue administrada previamente al medio mucosal,
acetilcolina no tuvo efecto. En general, un aumento de
la conductancia, apical de Na* serfa el resultado de la
estimulacidn de'la sintesis de PGE2, aumento de la ade-
nilatociclasa y 'guanilatociclasa, y 1a disminucién pro-
ducto de una liberacidn de Ca*Z desde sitios de reserva
intracelulares.

D.I. Proyecto‘20.33.41 Universidad de Concepcidn.

'CARACTERISTICAS DEL ACOPLAMIENTO DE N~ D-GLIXCO-
SAMINIDASA A MEMBRARAS DE HIGADOS DE RATAS ALES
¥ POSTNATALES(Binding of N-acetyl-@-D-glucosaminidase
to rat liver membranes during development) Miguel A.
Soea and F. Bertini - Inst.de Histolo. y Embriol.-
Universidad Nacional de Cuyo - Mendoza(Argentina).

Lai enzimas lisosomales son transportadas desde su
lugar de sintesis a lisosomas por un sistema de recep-
tores que reconocen menosa-6-fosfato (M6P). Estos re-:p
veptores fueron descriptos por otros autores en varios
tejidos, incluido el higado de rata.

Previavente demostramos que sitios de alta afinidad pe-
nllbecetil-f&D—gchoeaminidasa (NAG) estén presentes
en higado de rata desde la vida fetal (Sosa et.al.
Mech.Ageing Develop.40:149; 1987).

En este trabajo describimos las caracteristicas del
acoplaniento de NAG a membranss heoéticas de fetos

(18 dias) y en higados de animales adultos.No observam:
mos -mayores diferencias en los pardmetros estudiados.

La M6P 20 nM inhibid entré el 60-70% del acoplamien-
to a membranas de ambas edades. Otros azicares fosfori-
lados y no fosforilados no tuvieron mayor efecto sobre
el acoplamiento. E1 pH éptimo fue cercano al néutro y
no hubo dependencia de iones.bivalentes para el acopla-
miento a enbas edades.las enzimas fetales mostraron
cierta sensibilidad al tipo de buffer utilizado y a
pequefios canbios de fuerza idnica.

Concluimos que los receptores de higados fetales tiew
nen similares caracteristicas a los de animales adultos
en cuanto al acoplamiento de NAG. Queda sin explicar
porqué las enzimas fetales no tienen afinidad por los
receptores adultos.
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LANTANIDOS COMO SONDAS PARA EL SITIO DE UNION DE
CALCIO EN LA TUBULINA. {(Lanthanides as probes for the
calcium binding site in tubulin). *Soto, C., Venegas, -
J.,» De la Cerds, M.S. y Monasterio, O. Departamento de
Biologfa, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

La tubulina es un dimero que posee en su estructura
la jinformacién para formar microtGbulos. El1 calcio
despolimeriza los microtibulos e inhibe la polimeri-
zacién de tubulina.

Para investigar el mecanismo de inhigicﬁn por cal-
cio, hemos utilizado el Gadolinio (Ga*™) que presenta
el mayor efecto inhibidor, observéndose que a 100uM
provoca un 13,4% de despolimerizacién de microtibulos
con respecto a Ca*? 1mM. La inhibicién producida por
Ca*?, Neodimio (Nd*3), Europio (Eu*3), Terbio (Tt*3)
100 uM fue de 12,1 %; 8,7 %; 0,98 %X y 0,83 %,
respectivamente. En experimentos preliminares hemos en-
contrado que Gd*3 y Nd*2? inhibirfan la polimerizacién
de tubulina. Como parte del anflisis de la unién de
los lanténidos a la tubulina, estudiamos el apagamiento
de la fluorescencia intrinseca de la proteina provocado
por Eu'3 que alcanza un valor méximo de 15% a una
concentracién de 100 uM. Andlisis de la unién de Eu
a tubulina muestra 2 tipos de sitios: en promedio 28
de alta afinidad (K .=2,5 uM) y 33 de baja afinidad
(K.,=15 uM). Los resuf tados en conjunto indican que la
conducta de Eu*3 y Tb*3 es diferente de la de Ca'? y
que Nd*3 y Gd*3 serfan buenas sondas para estudiar la
interaccién de Ca'? con la tubulina. Hay que destacar
que a altas concentraciones de los lanténidos (sobre 1
mM) se produce aumento de la turbidez lo que impide
usar concentraciones similares a las de Ca*? para
obtener un méximo de inhibicién. Este problema se
estudiard aislando 1la regi6én carboxilo terminal de
ambas subunidades de tubulina donde se ubica el sitio
de alta afinidad para Ca*?.

Financiado por proyecto FONDECYT y DTI. *Becario
Fundacién Andes.

DAROS ESTRUCTURALES DEL PENTACLOROFENOL SOBRE
BICAPAS LIPIDICAS. (Structural Damage of Pen-
tachlorofenol on Phospholipid Bilayers),
Suwalsky, M. y Espinoza, M.A. Laboratorio de
ayos X, Departamento de QuTmica, Universidad
de Concepcidn.

E1 Pentaclorofenol (PCF) y su sal sédica son
ampliamente utilizados como fungicidas, espe--
cialmente en la preservacifn de la madera. Sin
embargo, es un serio contaminante que ha produ
cido varios casos de muerte por envenenamiento.
Sus efectos téxicos se wmanifiesta a nivel de
las membranas celulares produciendo el desaco-
plamiento de la fosforilacién oxidativa y 1la
alteracibfn del sistema de transporte de elec--
trones y aminodcidos. También afecta propieda
des fisicas tales como la permeabilidad a 1los
iones H*¥ y el desarrollo de potenciales inter-
faciales negativos. Por estas razones parecid
de interés estudiar como el PCF afecta la es-
tructura de la parte lipfdica de las membranas
biolégicas.

E1 presente estudio se efectud por difraccién
de rayos X en bicapas fosfolipfdicas constituf
das por la dimiristoilfosfatidilcolina (DMFC)y
la dimiristoilfosfatidiletanolamina (DMFE), a
las que se agregé PCF.Na en variadas proporcio
nes. Los resultados obtenidos indican que en
ausencia de agua el PCF en la proporcién molar
de 1:1 logra alterar las estructuras de ambos
fosfolfpidos. También se observé que la estruc
tura de 1a DMFC era totalmente destruida por
una solucién 0.02 M de PCF. Resultados simila
res fueron obtenidos en bicapas de DMFE pero
con soluciones 0.5 M.

Financiado con proyectos FONDECYT (0783-88) y
de la Universidad de Concepcién (20.13.60).
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LAS MUTACIONES DOMINANTES LETALES INDUCIDAS POR MI-
TOMICINA C (MC) EN ESPERMATOCITOS NO SE DEBEN A MUERTE
CELULAR (Mitomicin C-induced dominant Lethal mutations
in spoumatocytes ane not due to cefl kRiffing}.
Soto,J.P.;0nellana,M.N.; y Laguente,N., Fac. de Odonto-

Togia Univ de Chite.

MC induce Mutaciones Dominantes Letales en espemf-
tida temprana y espenmatocito de natbn, pero no Lo ha -
ce en espermdtida tordia y espermatozodde. [(Ehling,
1971). Katrochvilova en 1973, informé que La droga pro-
duce un alio porcentase de huevos no fentilizados al
atarn machos con ella y Luego cruzarlos en un Liempo
post-inyeccibn corrnespondiente al estadfo de espermato-
cito, sugiriendo un fuente efecto citotfxico de MC s0 -
bre 8sta poblacibn celularn. Para determinan 84 La ci -
totoxicidad es responsable de La infertilidad inducida
por MC se realizaron estudios histolfgicos y test de te-
ratospermia. Se usaron 3 aatones machos (cepa CFy) de
9 semanas de edad para cada tiempo Los que fueron inyec-
tados £.p. con 5mg/KG de MC de Los que se obtuvieron tes
iculo y cola de epididimo a intervalos de 4 dias dunan-
te 7 semanas. la g§recuencia de teratospermia fué de 61-
80 en intenvalos correspondientes a 20-30 dias post-in-
yecedbn el que auments a ~ 200 en el intervalo de 36 a
49 diéas post-tratamiento. En Los tiempos anteriores a
20 dias, La §recuencdia conresponde al valon control i.e.
10 eApeﬂmatozaLdQA anommales (1000 espermatozodides obser
vados, £a curva de frecuencia de teratospermia presenta
4gual compontamiento que La cuwva de grecuencia de hue-
vos infertilizados inducidos por MC. AL observar fas
etapas de fa espermatogénesis a diferentes tiempos en
contes thansversales de testiculo tefiidos con H-E de ¢4
2tos mismos machos tratados, no hay evidencia de muente
celular en espermatocito, Lo que Andicaria que estos GE
Limos se desarnollan, pero sufren alteraciones en su
diferenciacibn a eApeﬂmaiozo&de, Lo que podiia ser cau-
sa de su infertilidad.

ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL DE LAS CELULAS PITUITARIAS
CON EL MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO DE ALTA RESO-
LUCION (High Resolution SEM Study on The Ultrastructure
Of Pituitary Cells) TAIL, S. Inst. Inv. Biomed. Cs.
Aplic., Univ. de Oriente, » Venezuela.

La aparicidn de la Microscopfa Electrdnica de Barri-
do de Alta Resolucién(FE-SEM) ha hecho mfs apasionante
el estudio de la Biologfa Celular, ya que sus iméigenes
tridimensionales permiten establecer correlaciones con
las imigenes en dos dimensiones obtenidas por los méto-
dos de la Microscopia ElectrSuica da TransmisiSn,

Las pituitarias de pollo fueron fijadas en 0,5% glu-
taraldehido y post-fijadas en 0,5 0804, § h en cada pa
80. Las muestras fueron congeladas y fracturadas bajo
enfriamiento con N2 liquido, luego descongeladas en 50%
DMSO a temperatura ambiente. Nuevamente se post—fijaron
en 0804 por 1 h.y se colocaron en 0,1% 0804 a 20°C por
un perfodo de 72 h, proceso conocido como MACERACION.
Las muestras fueron secadas y cubiertas con Cromo. Las
observaciones y fotograffas fueron hechas con un FE-
SEM Hitachi S-900.

La observacidn tridimensional de la organitzacisn ce-
lular es realmente impresionante: las células secreto-
ras aparecen agrupadas sn folfculos rodeados parcialmen
te por nervios, los capilares se encuentran entre las
células y folfculos. Los diferentes tipos de cilulas se
cretoras aparecen con caracterfisticas especf{ficas. Se
observan grinulos en diferentes estadfos de su proceso
de sintesis en las vesIculas y cisternas del Golgi, y
en el citoplasma, listos para la exocitosis. Todos los
grénulos secretorios estfn interconectados por puentes
simples o doblas. Se observa claramente la abundancia
de polieomas a 1lo largo del Retfculo Endoplasmiitico Ru-
goso y pueden incluso diferenciarse las dos subunidades
que constituyen al ribosoma.

La FE-SEM ofrece, definitivamente, la mejor alterna-
tiva para obtener una imagen real de la organizacién
intra~ e inter-celular.
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PROPIEDADES DE UN PROMOTOR DE GENES DE rRNA DE
Thiobacjllus ferrooxidans. (Properties of an
rRNA gene promotor from T. Fferrooxidans).
Takamiya M. Salazar 0. Vargas .

D. Depto. de Biogquimica, Fac. de
Medicina, U. de Chile.

En el proceso de biolixiviacidn participa el
hicbacillus . En trabajos previos
informamos sobre la estructura y organizacidn
fge los dos oderones de RNA ribosomal presentes
&n el genoma del I. ferrooxidang, ademds del
aislamiento a partir de una genoteca y de la
taracterizacidn parcial de un pldsmido
recombinante (pTR-1) que contenfa un inserto
que codificaba el extremo S’ de uno de los dos
operones ribosomales presentes en el genoma de
la bacteria. (Salazar st. al. (1983) FEBS Let.
242: 439-443)

Mediante la secuenciacidn de un segmentc del
DNA de I. ferrooxidans, presente en pIR-1,
identificamos una secuencia de caonsenso para
los promotores bacterianos que tiene las
caracteristicas de los promotores de TrRNA de

También se identifiod un segundo
posible promotor. Se estudid la Ffuncionalidad
de los promotores de rRNA de TI. ferrooxidans
in vivg en E. ¢oli. Para este efecto se
determind la resistencia al cloramfenicol de
cepas de E. colj sensiblses al antibidtico,
conferida por transformacidn con un plésmido
recombinante que posee el gen de la
claoramfenicol acetil transferasa bajo el
control de los promotores de I. ferrocoxidans.
En estas condiciones se observd crecimiento
bacteriano con concentraciones del antibidtico
hasta cincuenta veces superior a8 la méxima
tolsrable por las células control.

Financiadoc por PNUD/ONUDI y FDNDECYT.

ESTUDIOS BIOQUIMICOS Y GENETICOS SOBRE LA CASEINA QUI-
NASA 11 DE Xenopus laevis. (Biochemical and genetic
studies of the casefn kinase II from Xenopus laevis.)
Téllez, R., Jedlicki, A., y Connelly, C.U. amento

de BloquTmica, Facultad umnmto de

BiologTa, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

La casefha quinasa II (CQ-II) es una protefma quinasa
presente en el nicleo y citosol de muchas cflulas euca-
ridticas que parece intervenir en los procesos de siw-
tesis de dcidos nucleicos y de proliferacidn celular.
Hemos purificado la CQ-I1I presente en micleos de ooci-
tos Rasta homogeneidad y se ha estudiado su actividad
usando casefna, nucleoplasmina y un péptido modelo como
sustrato. La enzima es inhibida por polipéptidos ricos
en ‘aminodcidos acidicos, destacdndose la capacidad in-
hibitoria de los copolimeros que contienen tirosina.y
dcido glutdmico. La Isg del copoliglutdmico:tirosina
(4:1) es de 25 nM mientras que para poliglutdmico es de
5 uM y para copoliglutamico:alanina (6:4) es de sobre
40 uM. Es sugerente que tirosinas incrustadas en re-
giones acidicas son los sitios de proliferacidn de las
tirosina quinasas que en las membranas transducen sefla-
les mitogénicas. Se estd intentando clonar el gen para
la subunidad alfa de la CQ-II de X. laevis. Para este
fin se ha usado como sonda un pofTnucYedtido sintético
andlogo a una regidn altamente conservada en las se-
cuencias de Drosophila y bovino. En una genoteca de
cDNA de oocitos de X. laevis construida en Gtl10 (donada
por D. Melton) se han encontrado 5 clonos positives, 2
de los cuales se estdn caracterizando y secuenciando.
(Apoyado por FONDECYT, The Couricil for Tobacco Research
y la Universidad de Chile.)
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CAMBIOS PERMANENTES EN RATAS HIJAS DE MADRES
EXPUESTAS A ANDROGENOS DURANTE LA PREREZ.
(Permanent changes in rat daughters from mo-
thers exposed to estrogen during pregnancy).

Tchernitchin, A.N., Mena, M.A,, Arriazas, C.
A., Unda, C., Yega—P M.P.A,, Carmona,

M. vy Agurto, M, Departamento de Morfologia
Experimental, Facultad de Medicina, Universi-
dad de Chile.

La exposicion a algunos estrogenos sintéticos
durante la vida prenatal induce cambios per-
manentes en la accién de dichas hormonas. En
estudios que usaron técnicas bioquimicas que
no discriminan entre los distintos tipos ce-
lulares uterinos, no se han detectado cambios
en la accién de los estrégenos en animales
expuestos a andrégenos durante la vida prena-
tal. Considerando que las distintas respues—
tas a los estrogenos pueden ser disociadas,
posibles efectos de la androgenizacion prena-
tal han podido pasar desapercibidos con di-
chas técnicas. En el presente trabajo hemos
estudiado el efecto de la androgenizacidn
prenatal sobre respuestas estrogénicas en los
diferentes tipos celulares uterinos, usando
técnicas morfométricas que discriminan entre
ellas. Esto nos permite describir alteracio-
nes permanentes en la capacidad de respuesta
a los estrogenos en algunos tipos celulares
pero no otros, que se manifiestan en la edad
prepuberal como un bloqueo selectivo de la
hipertrofia del epitelio endometrial, una po-
tenciacion de la eosinofilia y edema uteri-
nos, y un incremento en la proliferacion de
algunos tipos celulares uterinos. Esto sugie-
re para la especie humana un riesgo tumorigé-
nico y de infertilidad en en hijas de mujeres
que han consumido alimentos contaminados con
hormonas durante su embarazo.

FIVEIRS IE GLUTATION BEDUCIDO EN SROMENTOS RENALES
PRETRATADOS CON DIFERENTES AMINOACIDOS. U RBLACION
CON PREVENCION DE DANO RERAL INDUCIDO POR BROMORTIL-
ANINA (BEA). Reduced glutathione levels in different
aminoacid pretreated renal segments.Its relationship
to prevention of BBA induced renal papillary necrosis.
Thielemann, L. ,Rosenblut,G.,De Geyter M. 4., Pepper, 1.,
Cid,P. y_Oberhauser,E..Depto.Nedicina Experimental,
Fac.Medicine,U. de Chile/PatrocinioiM. Vega Elanogh
El efecto protector de N-AC6 y AN2 en la necrosis pa-
pilar renal(NPR) inducido por BEA (1.2mmol/Kg)pueds
ser debido a una accidén directa del aminoficido o a un
mecanismo mediado por GSH,Se midid GSH a diferentes
horas post-ERA en corteza(C),médula externa(ME)y papi
1a(P)de ratas oon pretratamientos que evitan o dismi
muyen NFR o que no la afectan.Cripos experimentalest
B-AC (¥-acetilocisteina 1.5mmol/Kg),R-AC6(6mmol/kg),
Al (glutaxina+glicinatcietina=3+3+0.6mmol/Xg), AN2
(6+6+2mm01/kg) . Los aminodoidos se inyectaron previo a
BRA.Ls EPR inducida por BRA es prevenida por N-AC6,
aminorada por AN2 y no modificada por N-AC1.5 ni por
AN1.Valores de GSH encontrsdosscon X-ACl1.5iincremento
e PyMR ala 1'hor-,oon posterior deplecidn manteni
da.Con F-ACStsumento en P & la 1%hora { nivelas posta
Tiores normales,en ME deplecidn a la 6 hora.Con ANt
incrementoc a laa 3 hrs.en P y ME oon normalizaoién
posterior en P y deplecién en ME a las 6 hrs.Con AN2
niveles bajo lo normal en P y MB. En C destaca el e-
fecto opuesto de N-AC y AM2. Con AM2 hay incrsmento
progresivo,en cambio con N-AC6 hay depleoidn importan
te a la 1%hora.Ambos grupos muestran un aumento signi
ficativo a las 24 hrs.

Conolusioness no se observd correlacién entre los ni-
veles de GSH papilar obtenidos con los dos pretrata-
mientos que modifican la NPR.La influencia que pudie-
ra tener el GSH de C y MB en la prevencidn del dafio
papilar afin no es claro.

Proyeoto D.T.I. - M 2885-8813.
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LA METILACION DEL FACTOR DE ELONGACION EF-Tu AFECTA LA
VELOC IDAD DE DEGRADACION POR TRIPSINA Y LA HIDROL1SIS
DE GTP DEPEND IENTE DE tRNA. (Methylation of the
elongation factor EF-Tu affects the rate of trypsin

degradation and tRNA-dependent GTP hydrolysis). Toledo,
H,, Jerez, C.A. Departamento de Bioquimica. Facultad de

Medicina. Universidad de Chile.

Varias protefnas componentes del aparato traduccional de
Escherichia coli son metiladas y esenciales para el pro-
ceso de traduccién durante la biosfntesis de las protefl-

nas. Entre ellas, el factor de elongacién EF-Tu posee
uno o dos grupos metilo en la disina-56. Sin embargo,

la funcién biolégica de estas modificaciones no se cono-
ce. Con el propésito de establecer algtn efecto estruc-
tural o funcional de estas modificaciones en el EF-Tu se
compararon algunas propiedades del factor metilado y sub-

metilado.

El factor metilado se purificé de células en fase tardfa
del crecimiento y el sub-metilado de células en fase tem_
prana del crecimiento. Mediante procedimientos estadnda-
res se midi6 la susceptibilidad del EF-Tu a la accién de
tripsina y la actividad del factor para intercambiar GDP

y GTP y para hidrolizar GTP.

El factor EF-Tu metilado present6 una mayor resistencia
a la accién proteolftica de tripsina que el factor sub-
metilado. Por otra parte, la actividad de hidrélisis de
GTP del EF-Tu estimulada por aa-tRNA en presencia de ki-

rromicina, aumenté significativamente cuando el factor
estaba metilado.
Se concluye que 1a metilacién del EF-Tu puede proteger

a la molécula de la accién proteolitica y que la modifi-
cacion de la actividad de hidrélisis de GTP padrfa tener
importancia fisiol6gica para la bacteria, ya que una me

nor actividad de hidr6lisis de GTP se correlaciona con

una mayor fidelidad en la traduccién mediada por riboso-

Financiado por Universidad de Chile, PNUD/UNESCO,
FONDECYT.

NTBTONAS DE TRYPANOSOMA CRUZI. SU CARACTERTA
CION Y COMPARACION CON EUCARIONTES SUPERIORES
(Trypanosoma cruzi histones. Characterization
and comparison vith higher eukaryotes). Toro,
G.C. y Galanti, N. Deptc. Biologia Celular y
Genética, F, Medicina, Universidad de Chile.
En el estudio de las histonas de T. cruzi

adn no se han resuelto problemas fundamentales

tales como:i)su caracterizacién sistemitica;
ii)la presencia de H1 y de variantes;iii)la

comparacién de histonas de T. cruzi con las de

eucariontes superiores.

Se extrajo histonas de cromatina aislada de

epimastigotes de T. cruzi y se fraccionaron

por PAGE en Tritén-urea-&cido acético. La his-

tona H1 se caracterizé por sus propiedades de
solubilidad y reactividad inmunolégica con un
antisuero especi{fico. Se observd variantes de

histonas de T. cruzi por electroforesis en dos

dimensiones,.El peso molecular de cada histona
del pardsito se estimé por PAGE en geles de
urea-icido.Finalmente, se observ$ diferencias
de movilidad electroforética entre histonas
de T. cruzti y de erizo de mar, bovino o rata,
en tres sistemas diferentes de geles.

Se concluye que las histonas de T. cruszi

comparten caracteristicas fisicoquimicas e in-
munolédgicas con las de eucariontes superiores,

aunque sus pesos moleculares y movilidades e~

lectroforéticas son claramente diferentes.(Fi-
nanciado por FONDECYT; WHO/WB/PNUD; OEA; TWAS;

Dr1l, Universidad de Chile).
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UNA CEPA DE Salmwonella typhi MUTANTE DE PERMEABILIDAD
ALTAMENTE RESISTENTE A CLORANFENICOL. (A Salmonella
typhi permeability mutant strain highly resistant to
chloramphenicol) JYoro, C.S. y Lobos, S.R. Laborato-
rio de Microbiologia, Unidad de Microbiologla y Gené-
tica Molecular, Fac. Cs. Bioldgicas., P. Universidad
Catdlica de Chile. (Patrocinio: Mora, 6.C.)

Se estudid un aislado clinico de 5. typhi que
presenta alta resistencia a cloranfenicol (Cam) y sin
embargo, es sensible a la mayorla de los antibidticos
probados. La resistencia especifica para Cam en esta
cepa no estd conferida por 1la presencia de plasmi-
dios ni por la existencia de cloranfenicol acetil-
transferasa (CAT), siendo estos factores la causa de
resistencia a Cam encontrados con mayor frecuencia en
bacterias. Ademds se demostrd la ausencia de cual-
quier otra actividad enzimdtica capaz de inactivar el
antibidtico.

Se verificd mediante bioensayos que permiten
estimar la concentracidn remanente de antibidtico en
sobrenadantes de cultivo, que la cepa Cam~ denominada
1895 y sus transformantes Que expresan la enzima CAT
codificada en el plasmidio pBR325, no eran capaces de
inactivar Cam en el medio de cultivo, indicando que
esta mutante presenta una severa alteracidn de 1la
permeabilidad. Consecuentemente, la cepa 1895 presen-~
ta un patrdn de proteinas de membrana externa (ME)
carente en la porina OmpF, proteina involucrada en
permeabilidad, que permite la difusidn pasiva e in-
especifica de solutos de bajo peso molecular. Sin em—
bargo, en este trabajo se demuestra que la carencia
de la porina no explica por si sola la alta resisten-
cia a Cam, pues al transformar la cepa 1895 con el
plasmidio pTUNB-F, gue codifica para la porina OmpF
de £. coli, se recuperan parcialmente las caracteris-
ticas de permeabilidad registradas para una S. typhi
nativa gue expresa dos porinas, OmpF y OmpC.

Paralelamente, se observa en la cepa 1899 ba-
ja expresion de la porina de £. coli en la ME y 1la
aparicidn de OmpF propia detectable en geles, después
de la transformacién con pTUNB-F, hecho que nos per-
mite postular que la regulacidn de la expresidn de
esta porina es determinante en el fenotipo OmpF- mas
que mutaciones en el gen estructural mismo.

Financiado por 1los royectos  FONDECYT
2026/87, 264/88, DIUE 071/87, FONDECYT 619/89.

LA DISTRIBUCION DE CITOCROMO-OXIDASA REFLEJA LA SEGREGA-
CION DE AFERENCIAS PRIMARIAS EN EL NUCLEO DEL TRACTO SO-

LITARIO. (Cytochrome-oxidase distribution reflects the
segregation of primary afferents in the nucleus of the
solitary tract). Torrealba, F., Calder6n, F. y Mufioz, M.

Depto. Ciencias Fisio cas, Facultad de Ciencias Bio-
16gicas, Universidad Cat6lica de Chile.

En nuestro laboratorio estamos caracterizando las
vfas nerviosas viscerales en cuanto al tipo de aferencia
periférica predominante: r&pida (mielfnica) o lenta
(amielfnica). En gatos usamos el transporte axonal de
WGA y Ta degeneraci6n walleriana en el nervio vago para
demostrar que las aferencias amielfnicas hacen sinapsis
en subnicleos mediales del ndcleo del tracto solitario
(NTS) bilateralmente; en cambio las aferencias mielfni-
cas proyectan a los subnicleos laterales y ventrales
del NTS ipsilateral.

La literatura indica que 1a frecuencia de descarga
espontdnea y evocada es mayor en las aferencias prima-
rias mielfnicas que en las amielfnicas. Ello sugiere
que las neuronas que reciben el primer tipo de aferen-
cias tendrdn un mayor metabolismo oxidativo, el cual pue
de evaluarse a nivel celular midiendo 1a actividad de
la enzima mitocondrial citocromo-oxidasa (C.0.).

Se estudi§ la distribucién de C.0. en secciones del
NTS de gatos; la enzima se evidencid histoqufmicamente,
y se midi6 su actividad relativa con un microdensitdme-
tro acoplado al microscopio. Encontramos que los sub-
nicleos laterales y ventrales tenfan una mayor activi-
dad de C.0. (p<«& .01, test Student) que los subnicleos
mediales, y que a mayor inervacién por aferencias mielf-
nicas, mayor actividad de C.0. Con ello mostramos que
la segregacién de aferencias en el NTS se manifiesta
funcionalmente a nivel de la segunda neurona visceral
sensorial, ya que la C.0. estd presente principalmente
en dendritas y soma, y no en terminales axonales. (TINS
12, 1989:94).

Financiado por proyecto FONDECYT 317/88.
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SINTESIS, DEGRADACION Y LOCALIZACION DE PROTEQ EFECTO DEL: ENVEJECIMIENTO EN LAS PROTEINAS DEL LENTE
GLICANES SULFATADOS EN LARVAS VELIGERAS DE C. OCULAR (Effects of aging on the Rat Lens Proteins).
concholepas. (Synthesis, degradation and loca- Ugarte, R.,Edwards, A.M. y Diez,M. Laboratorio de Protef _
lization of proteoglycans in veliger larvae of nas y klinentos.qultaa gE Quimica. P.Universidad Cat6- ‘
C. concholepas). Tremblay, C.,iGonzélez, M. y lica de Chile.
Brandan, E. Unidad Neurobiologia Molecular, Entre los . _
S s " : N N - procesos de envejecimiento es importante la a
Fac, Ciencias Biolbgicas, P. Universidad Catd paricién de cataratas en el lente ocular. E1 35% del pe-
lica de Chile. so hiimedo y casi todo el peso seco del lente es protefna

Mis del 90% corresponde a un tipo de protefna estructu-

Estamos interesados en determinar los eventos ral especffico, conocidas como cristalinos. Las tres

moleculares asociados al desarrollo de C. con- principales familias de cristalinos presentes en mamffe-
cholepas. Se ha demostrado que lalexprcleSJ.on de ros son los a, By y cristalines. Se estudi6 el envejeci
macromoléculas sulfatadag es de vital importan miento del lente ocular de ratas (Wistar) de 35, 65, 95,
cia en el desarrollo de 1nvertebrados'marlr_ms. 200 y 360 dfas de edad. Las fracciones a, B y y se obtu-
Por ésto, hemos estado evaluando la sintesis, vieron por filtracién en Sephadex G-100. Se midi6 fluo-
degradacidén y locallzacu?n de macromoléculas‘ rescencia y absorbancia. Se determind grupos -SH  segiin
sulfatadas en larvas veligeras de este organis Ellman. Al aumentar la edad de las ratas cambia la pro-
mo. _ porcifn de las protefnas del lente, disminuyendo la de
Hemos encontrado que la presencia de S0, en el menor peso molecular, y cristalino, y aumentando la de
agua de mar gatilla y estimula la sulfatacidn mayor tamafio molecular, a cristalino. Junto con esto,dis
3 de proteoglicanes interfiriendo ademis con el minuyen los -SH 1ibres en los tres tipos de cristalinos
movimiento de la larva. Experimentos prelimina y en la protefna soluble total, en la que tanbién se ob-
res de pulso-caza sugieren gque la cinética de serva una disminucién de los -SH totales. Los Amax para
degradacién de estas macromoléculas es bifdsi- a,Byycristalinos fueron 340nm, 340nmy 330nmy no se ob
ca con tiempos de vida media de 32 y 95 horas. servl carbio al aumentar la edad. Sin embargo, se obser-
Anticuerpos monoclonales fueron generados con- vb una disminucidn en los rendimientos cudnticos de fluo

tra estos proteoglicanes. Uno de ellos, el rescencia y un aumento en la 9ccesibih‘dad de los resi -
mAbH6 localiza preferentemente al material in- duos de Trp a apagadores de tipo iénico. Es interesante

munoreactivo en la regién de la protoconcha el caso de y cristalino, que para individues muy jévenes
larval. presenta una bajisima accesibilidad, lo que junto con su
. . Amax estarfa indicando que sus Trp serfan muy internos.

Estos resultados sugieren que el ion sulfato Para todas las edades se encontré la presencia de ribo -
presente en el agua de mar es claye para la ex flavina end6gena en la protefna soluble. Esto tiene rele
presién y sintesis de macromoléculas sulfata - vancia ya que la formacifin de cataratas se ha asociado a
das las cuales presentan una alta velocidad de la accion de la luz vfa sensibilizadores tales como esta
recambio y una localizacidén celular precisa y vitamina. También se ha descrito 1a unidn de la ribofla-
definida. vina a las protefnas del lente ocular.

Financiado por IFS 1407/1; FONDECYT 569/89; Financiado por proyecto FONDECYT 0389/89.

FONDECYT-Sectorial "Loco".

INDUCCION DE CAMBIOS LIPIDICOS EN EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE ESTRADIOL SO-
LEISHMANIA MEXICANA DURANTE EL CHOQUE BRE ADQUISICION DE RESPUESTAS CONDICIONRDARS
TERMICO. (Induction of 1lipidic changes in EN RATRS OVARIECTOMIZADAS (Effects of estra-

i mexicana during heat-shock. ) diot administration on acavisition bf condi-—
Urdaneta, J., Herna&ndez, A.6. Citedra de tioned respONnsSes in ovariectomized rats).
Parasitologia, Instituto de Medicina Urresta, F. Deto. Preclinicas,» Div. Oriente,
Tropical, Universidad Central de Venezuela. Fac. de Medicina Universidad de Chile.
Centro de Biologia Celular, Facultad de (Patrociniot 8. Moral.

Ciencias, Universidad Central de Venezuela.

ish spp tiene dos variantes Anteriormente hewos demostrado que en la
morfolégicas dentro de su ciclo de vida, 1la rTata hembra se Produce una alteracion en el
forma promastigote y la forma amastigote. Es aprendizaje de respuestas condicionadas de
posible mediante el aumento de tesperatura de evitacion activa (RC), en particuliar en las
25* a 3I5°C {choque térmico) inducir la etaras de estro Yy weetaestro. Este trabajo
transformacion de la forma promastigote a la estudia la participacion de estradiol en
forma parecida a 13 amastigote. Durante el esta alteracion conductual.
proceso se observa la formacién de gotas
lipidicas lo cual sugiere la_intervencion del Se vtilizaron ratas Serasue-Dawley hembras
metabolismo de los lipidos. Con esta de aproximadamente 288 er., i1as cuales fueron
informacién se decidié6 estudiar el SOmMet idas a Castracion bajo anestesia sterea.
comportamiento de 1los fosfolipidos (FOS), Estradiol fue invectado 14 dias despues de 1a
esteroles (ES), trigliceridos (T6), y ésteres Castracion, en dosis unica de 2 v 20 us/rata.
de esteroles (EE) durante el choque térmico. La adavisicion de RC se estudio 3, 24, 48 v
El contenido de 1lipidos 'se analizé por 72 horas despPues de la inveccion de |a hormo—
densitometria indirecta de los cromatogramas Na O soivente, sisuviendo un esauema de 50 en—
de capa fina y se defgr‘minarun los patrones YO8 & intervalos de 38 ses entre si.
de incorporacion de C—-acetato en los FOS,
ES,TG y EE.Con respecto a la composici6én Estradiol Produio modificaciones en la ad-
porcentual relativa de los l1ipidos quisicion de RC, derendientes de la dosis. 20
mencionados se observé una dissminucién en los US Provocaron un aumento de |la respuesta, la
FOS y ES y un aumento de los T8 y EE. El cual volvio a ' su nivel basal a las 48 hrs. La
andlisis de incorporacion de acetato revelé dOSiS MeNnOr Provoco una inhibicion del condi-
una inhibicién del paso metabé6lico TG- FOS, y cionamiento qAue fue maxima a las 4B hrs. Esto
cambios en la velocidad de sintesis tales lleva a pensar que el deterioro del condicio—
como el aumento de la de los EE, la no namiento durante el estro» en |a rata intacta
variacién de la de 1los TG y la disminucién S® debe a 1a Caida de los niveles piasmaticos
de la de los FOS, ES y AG. de estrosenos.

Proyectos FONDECYT 1884789 v DT1 B-27@7.
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PRESENCIA DE U-RNA EN EL ESPERMIO DE RATA.
(Presence of U-RNAs in the rat sperm). Urzua,
U., Pessot, C., Brito, M. y Concha, I.I.
Instituto de Bioquimica, Facultad de Ciencias,
Universidad Austral de Chile, Valdivia.

Recientemente hemos demostrado la presencia de
RNA en el espermio de rata y humano (Pessot y

col. BBRC,158, 272-278,1989). El1 anAlisis.

electroforético del RNA extraido del espermio
de rata mostré bandas con idéntica movilidad
que los RNAs Ul, U2, U4, U5 y U6 de células
HeLa. E1 RNA total de espermio se separé por
electroforesis en poliacrilamida (10%- 7 M
urea) y se transfirié .a nitrocelulosa. Las
membranas se hibridaron con sondas - sintéti-
cas de DNA marcadas con 32-P y complementarias
a los RNA Ul, U2 y U4. El1 andlisis autora-
diogr&fico mostré que las bandas hibridadas
corresponden a Ul, U2 y U4 de células HeLa.
Consecuente con esto, se encontré que entre
las proteinas del espermio de rata existen
proteinas inmunoreactivas al suero anti-Sm,
el cual reconoce las proteinas asociadas a los
U-RNA. Las proteinas inmunoreactivas muestran
pesos moleculares semejantes pero no iguales a
los polipéptidos de snRNP de células HeLa.
Esto esta de acuerdo a la diferencia en tamafio
de las proteinas Sm descritas en otras
especies. Inmunocitoqguimica para microscopia
electrénica con el suero anti-Sm demostré gue
sélo el ntcleo del espermio era inmuno-
reactivo, lo que sugiere que los U-RNA, como
snRNP, serfan componentes nucleares en el
gameto. El1 significado de estos resultados
serd discutido. (Financiado por FONDECYT NO
942-88, S.Volkswagen 1/61/457, y DIC-UACH 8-
85-10).

DERMATITIS CERCARIAL: PRIMER REGISTRO ENM CHILE
(Cercarial Dermatitis: First Record in Chile)

Valdovinos, C.*,Stuardo, J.*y Ferrfm, S.**
*Departamento de Oceanologfa, Fac. Cs. Biol.
Rec. Nat., Universidad de Concepcifn. **Fac.
de Medicina, Div. Cs. Sur., Universidad de
Chile.

Se dan a conocer dos registros de “dermatitis
cercarial” (o dermatitis de los nadadores),
ocurridos en el Lago General Carrera {(sur de
Chile, 46° 307S; 72° 00°W),en febrero de 1987.

Los individuos afectados habfan expuesto sus
piernas, sumergiéndolas en la zona ribereiia
del lago durante aproximadamente 40 minutos,
hasta que el ardor fue intenso. En ese momento
el eritema fue muy marcado, extendiéndose
homogéneamente en ambas piernas. Luego de
secadas ambas extremidades, la reaccién cesS
en aproxim&damente 30 minutos.

Se encontraron 4 especies de gastrSpodos que
se consideraron como posibles vectores:
Chilina ovalis (Chilinidae), Littoridina
cumingi {Amnicolidae), Physa chilensis
(Physidae) y Lymnaea viator (Lymnaeidae), pero
tan s6lo en é&sta dltima se encontraron
esporocistos, redias y cercarias, las cua
les pueden corresponder a algfin esquistosémido
(no identificado), pardsito terminal de verte-
brados patagénicos.

Este incidente representa el primer llamado de
atencidn a la existencia de &ste tipo de
pardsitos en Chile.

Financiamiento: Proyecto FONDECYT 088/87.

COMUNICACIONES

FACTORES QUE REGULAN LA INDUCCION DE LA OXIDACION DE
ANDROSTENEDIONA POR FENOBARBITAL EN MICROSOMAS DE HIGA
DO DE RATAS. (lInduction of androstenedione oxidation
by phenobarbital in rats liver microsomes. Regulatory
factors). Elena Valdés, Myriam Orellana

Departamento de Bioqufmica, Facultad de Medicfina, Uni-
versidad- de Chile.

Trabajos realizados en nuestro laboratorio, han demostra
do.que la oxidacién de hormonas esteroidales catalizadas
por citocromo P-450, es dependiente del sexo y del esta-
do nutricional {int. J.Andrology 11: 339-348, 1988)
(in: Cytochrome P-450 Biochemistry and Blophysics 862-
865. Eds. Taylor and Francis 1989). Androstenediona (A),
es una prohormona esteroidal que es hidroxilada regio y
estereoespecificamente en las posiciones 28, 68, 7 a,
16 ay 16 B, por el sistema de moncoxigenasas dependien-
tes de citocromo P-450,

En este trabajo se presénta un estudio sobre la induc-
ci6n del fenobarbital (F.B.) en la hidroxilacién de (A),
investigéndose ademés el efecto del sexo y estado nutri-~
cional., El F.B. induce la actividad oxidativa total en
todos los grupos estudiados. Este incremento se debe
principalmente a un aumento en la actividad hidroxilante
en posicion 16 (hasta un 500%), la cual es sexo depen-
diente por cuanto en machos la actividad aumenta a 5.5
veces respecto a las hembras.

La induccién también ocurre en animales desnutridos, aun
que el efecto dependiente del sexo aparece disminuido
por la desnutricién.

Estos resultados sugieren que el F.B. induce selectiva-
mente las isoenzimas responsables de la oxidacién en po-
sicién 16, especialmente la isoenzima P-450 2c caracte-
ristica de machos.

Proyecto Financiado por FONDEGYT 0863.

CONTAMINACXON DE RECURSOS ACUATICOS EN EL CURSO INFERIOR
DEL RIO BIOBIO: SENSIBILIDAD DE PECES NATIVOS E INTRODU-
CIDOS AL TEST DE MICRONUCLEOS (Contamination of aquatic
resource in lower Biobio River: Sensitivity of native
and introduced fish to the micronucleus test). Yalenzuela
G.; Gavilén, J.F.; Chéivez, R.; Almonacid, M.E. Laborato-
rio de Gen&tica. Depto. Biologfa Molecular. U. de Concep
cién, Chile. (Financiado por Proyecto EULA 30.00.01 y
Proyecto DIC 20.31.22).

Recientemente la U. de Concepcidn y la Comunidad Eco-
némica Europea han formulado un Proyecto de Cooperaci6n
dirigido a evaluar, entre otros aspectos, aquellos parf-
metros que tienen relacifn directa sobre la calidad del
agua del rfo Biobfo. El objetivo final del Programa EULA
es formular polfticas de manejo mis racional del recurso
hidrico tanto en la Cuenca del rfo como en la Plataforma
Continental Adyacente.

El presente trabajo intenta determinar la sensibili -
dad de peces Nativos (Cheirodon galusdae y Percilia erwi
ni) e introducidos (Gambusia affinis) con el objeto de
ser utilizados como modelos biolSgicos para detectar la
posible genotoxicidad de agentes quimicos presentes en
el curso inferior del Rio Biobfo y provenientes de las
industrias situadas especialmente en el curso inferior
del Rfo. La sensibilidad de los organismos utilizados
fue estimada mediante radiacifn clastogénica proveniente
de una bomba de cobalto. Mediante el Test de Microni -
cleos (MN) se evalud el dafio clastogénico en sangre pe-
riférica. Un grupo control y tres grupos experimentales
fueron tratados con 0,50,100 y 150 rad, respectivamente,
en cada especie. Se analizaron 1000 c&lulas por frotis
y 4 frotis por organismo a partir de conteos hechos ca -
da 2 dfas y durante los 8 dfas que dur§ el tratamiento.

Se discuten los resultados y se sugiere que estos
sustratos y el Test de MN son adecuados para realizar
monitor&o gen&tico de corto t&rmino de recursos biolsgi-
cos en peligro debido a la accibn de agentes contaminan-
tes presentes en cuerpos de aguas continentales.
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NIVELES DE APIRASA EN UTERO Y GLANDULA MAMARIA
DE RATAS DURANTE EL CICLO PREREZ-LACTANCIA.
(Changes in apyrase levels in rat uterus and
mammary gland through the pregnancy-lactation
cycle). Valenzuela, M.A.; Kettlun, A.M. y Ple-
ber, M. Depto. Bioquimica y Biologfa Molecular.
Fac. Cs. Qcas. y FarmacButicas. U. de Chile.

La funcién fisiolbgica que desempefia la api~
rasa, enzima que se detecta por la hidrBlisis
de derivados di y trifosforilados orglnicos e
inorg8nicos, es desconocida. Se le ha propues-
to una funcifn directa de inhibicifn de la a-
gregacifn plaquetaria (por su actividad ADP-
&sica) y una funcifn en la secrecifn glandular.

Se escoqif el fitero y gl&ndula mamaria de ra
tas para determinar cambios en los niveles de
apirasa en el ciclo preéfiez-lactancia, puesto
que en este perfodo hay diferenciacifn celular
en ambos tejidos, transformfndose &stos en te-
jidos secretores.

Una disminucién siqgnificativa de la activi-
dad apir8sica se observS en el fitero preiiado,
y en cambio, en glfndula mamaria aumentaron
los niveles de las actividades ATP&sica y ADP-
&sica.

- En la glfndula mamaria durante la lactancia
se apreci8 un aumento mayor de la actividad
ATP8sica sobre la ADP&sica pero el uso de oua-
aina y oligomicina discriminan que el aumento
de la actividad ATP&sica se debi8 a una activi
dad mitocondrial.

Estos resultados sugieren que la apirasa po-
drfa cumplir una funcifn importante de evitar
hemorragias durante preiiez en el Gtero. A su
vez el aumento de esta enzima en glSndula mama
ria durante la lactancia permite postular su
posible participacién en la secrecifn lSictea.
Su actividad pirofosfohidrolftica podrfa ser
esencial para la glicosilacifn de protelnas,

EFECTO DEL CONTENIDO PROTEICO DE LA DIETA EN
LA DEPENDENCIA AL AGUA EXUGENA DE ROEDORES DE
CHILE ( Effect of protein content of the diet
in the water sxogensous dependence in Chilesan
rodents ).Valverds, V.M. y Correa, FE.R,
Depto. de Biologia y @uimica,Facultad ds
Ciencias, Universidad de La Serena.
(Patrocinio: C. Palea R.)

Estudios dsl metabolismo hidrico en roedo-
res indican que el aumsento desl contenido
proteico de la dieta determina una sayor carga
da nitrégeno que es excretado principalmsente
como urea, provocando mayor arrastre de aguaj;
condicién que deberia afectar los requerimien—
tos de agua ad lib. y el grado de dependsncia
al agua exdégena.

Con el fin de testar la hipdtesis propussta,
se evaluaron los efectos de dietas con conte-
nidos proteicos de 14% (D1) y 20% (D2) en los
requerimientos del agua ad lib.(RH) y en el
grado de dependsncia al agua exégena DAE (coeo
velocidad de pérdida de peso corporal) en los
roedores Octodon degus, Abrothrix xanthorhinus
A. andinus y A, olivaceus. Los animales
fueron mantenidos en jaulas individuales bajo
condicionas de laboratorio,los experimentos se
llevaron a cabo en animales aclimatados (1 a 2
semanas).

Los resultados indican que las especies en
estudio presentan:l) mayor RH cuando son
mantenidos con D2 y 2)mayor velocidad de
pérdida de peso corporal con D2.

Los resultados sugieren que el contenido
proteico de la dieta tiene efectos significa-
tivos en los requerimientos de agua ad lib. y
en el grado des dependencia al agua exdgena, lo
que puede tener gran implicancia especialments
en espacies que habitan an ambientes
xéricoe. (Proyecto FONDECYT 88-1013)

ESTUDIOS FARMACODINAMICOS CON ANALOGOS ESTRUCTURALES DE
B-ENDORFINA -EN EL CONDUCTO DEFERENTE DE RATON.
(Pharmacodynamics of B-endorphin synthetic analogs in
the mouse vas deferens). Valenzuela, R. y Lewin, J.
Unidad Regulacidn Neurchumoral, Facultad de Ciencias
Biol6gicas, P. Universidad Catélica de Chile.

En 1a bdsqueda de antagonistas peptfdicos de los opid
ceos, se observé que dos derivados sintéticos de B-endor
fina (?E) 1a [G1n8,61n31]-BE-Gly-Gly-NHp (Gly-BE) y la
[Arg9.19 24,28’29]-35 (Arg-BE), presentan actividad de
agonistas-antagonistas en estudios de analgesia. Para
examinar su posible accidn como agonista-antagonista so-
bre receptores delta-opidceos, se utilizé la preparacidn
del conducto deferente del ratén, modelo biolégico cldsi
co para estudiar la accién de delta-opidceos.

Conductos deferentes de ratones Swiss Webster, super-
fundidos in vitro, se estimularon transmuralmente (70 V,
0,15 Hz,, 1 mseg). La potencia relativa de los agonistas
examinados fue: metionina-encefalina (ME)>>Arg-BE > BE>
Gly-BE. Pretratamiento con 30 nM B-FNA (antagonista mu-
opidceo selectivo, con caracteristica de bloqueo sin ac-
cién de masa) disminuy6 7 y 9 veces la potencia de BE y
Arg-BE, respectivamente, pero sélo 2,8y 3,3 veces la po
tencia de ME y Gly-BE. En cambio, pretratamiento con 30
nM naltrindol (antagonista preferencial delta-opidceo)
redujo la potencia de ME 77 veces, pero sélo alrededor
de 10 veces 1a de BE, Arg-BE y Gly-BE. Los derivados
Arg-BE y Gly-BE no antagonizaron la actividad de BE ni
de ME. Estd en estudio la interaccién de Nor-BNI (anta-
g?nista preferentemente kappa-opidceo) con Arg-BE y con
Gly-BE.

De estos resultados se puede concluir que: 1) la Arg-
BE, al igual que BE, tiene afinidad por sitios mu y del-
ta-opidceos, a diferencia de Gly-BE y ME que tienen ma-
yor afinidad delta-opidcea; 2) ninguno de Tos 2 péptidos
tiene propiedades de agonista-antagonista en este bio-
ensayo. .

Financiado por proyecto FONDECYT 0305/88.

ESTADOS DE AGREGACION DE HEXOQUINASAS DE POLLO Y DE
RATA INDUCIDOS POR SUSTRATOS O PRODUCTOS (Aggregation
states of chick or rat hexokinases induced by sub-
strates or productos). Varela, P. y Ureta, T. Departa-
mento de Biologfa, Facultad de Ciencias, Universidad
de Chile. .

Las hexoquinasas (HK) de cerebro de vertebrados
son monémeros de 100 kDa. los sustratos (glucosa,
ATP) o productos (glucosa-6-P, ADP) inducen cambios
conformacionales en las HK y probablemente también
cambios en su estado de polimerizacién. Para estudiar
estos (ltimos se utilizé la técnicas de electrofore-
sis descrita recientemente por Retamal y Babul (Anal.
Biochem. 175, 544-547, 1988) que permite estimar la
masa molecular en ausencia de agentes desnaturantes.

Se purificaron a homogeneidad las HK de cerebro
de rata y de pollo. La masa molecular en presencia
de SDS es casi idéntica en ambas HK. En cambio, se
observaron diferencias marcadas al usar electrofore-
sis en geles de poliacrilamida con un gradiente
transversal, en ausencia de SDS. En ausencia de
ligandos la HK de rata present§ una sola forma de
100 kDa, en tanto que con HK de pollo se observéd la
presencia de dimero y trimero. En ambas enzimas las
bandas de protefna coincidfan con bandas de actividad
enzimética. En presencia de glucosa-6-P la HK de
rata migré principalmente como monémero pero la HK
de pollo, en cambio, mostré varias formas. En presen-—
cia de ATP predominaba el estado monomérico de ambas
enzimas.

Se concluye que ATP es capaz de inducir cambios
en el estado de agregacién de las HK, efecto que es
més evidente en el caso de HK de pollo. (Proyecto
B-1989, Departamento Técnico de Investigacién, Univer-
sidad de Chile).

Prepn———




R 312 COMUNICACIONES

EXPRES TEMPORA Y ESPACIAL L6
R
(Temporal and espatial expression of the
Alkaline Phosphatase ctivity on preim—

tation mouse embryos). @ V.
Bellental rih 20008 18 0 :

Tio B accidn 1 ia
del Desarrcllo, Facultad de_ Ciencias
Bioldgicas, Universidad Nacional Haxor,de
San Marcos. PApartado 2647, Lima 1, Pera.

La regionalizacisén de la membrana
celular, en embriones preimplantaciona—
les de ratén, es reconocida por la acti-
vidad de la fosfatasa alcalina (AFA) a
partir de la interfase del. segundo cicle
celular, distinguidndose a loc largo de la
zona da contacti interblastomérico.

Se estudié la expresidén de la actividad
enzimatica inicia farma secuencial

a
de _su aparicisn durgnte el estado de

células para ello se obtuvieron
embric:nés preimplantacionales a las .
30 v 54 horas de desarrvlle, los que

fueron sometidos a la técnica cito-
quimica del citrato de plomo, segan el
método de Gomori adaptado por Izdquierdo

1. (1980), para identificar la AFA a
raeﬁt de la microscopia de luz.

A las 446 horas de desarrollo, el 754 de
los embriones _de 4 células xeron A

negativos, el 22,1% presents positiva
@ de arches discontinucs entre
algunc contactos

s e (2
ingerblastomericos Y. 2,9% mostraron una
actividad tipica a lo iargo de todos los
contactos celulares. _A las 5O horas de
4 19,55 AP 3" momemSe el chen o
negativa & modo de parches
4 AFA ! Finalmente ap las ‘Sx
‘hofas _de desarroilo el 17,2% evidencia-—
ron AFA nggatxva, 9 FA "a modo  de
parches y 73,4% uha AFA tipica.
Nuestros resultados desuestran que la AFA
va apareci o en forma paulatina
secuencial en el tiempo, sugiriendc que
la regionalizacién de sembrana ocurriria
primero entre los blastémeros que tienen
un mayor tiempo de contacto.

EFECTO DE ESTRADIOL EN LA SINTESIS DE PROGESTERONA
EN CELULAS LUTEAS HUMANAS. (Estradiol effect on pro-
gesterone synthesis by human luteal cells). Vega M.,
Castro O. Dpto. Biologia Celular y Genética e Inst.
Inv. Materno Infantil,H.P.Jaraquemada, Fac.Medicina,
U. de Chile,

Existen antecedentés que sefalan que el estradiol
(Ez)puede estimular o inhibir la sintesis de proges-
terona (Ps) en distintos tejidos esteroidogénicos.
Esta accion puede afectar diversas etapas de la sin-
tesis de P,. El objetivo de este trabajo es estudiar
la accién de Ex en la sintesis de P, en células ob-
tenidas de mitad de fase ldtea. La obtencion de es-
tas células se realizé de acuerdo a metodologia pre-
viamente descrita (Fert Steril 51:628,1989). El
wfacto de Ex (0,1 pM a 2,5 uM) sobre la sintesis de
Pa se @idi6 an cultivos de 24 h de células ldteas,
con o sin hC6 (10 UI/ml) y pregnenolona (Paj O,1pM),
Se determind Ps, Ea, Ps Yy 20ahidroxiprogesterona
(20a0HP4) por RIA especificos, siendo Pa y 20a0HP,
previamente purificados por columnas (H-20. Resulta-
dos preliminares muestran que la sintesis basal de
Ez a las 24 h es de 10 nM; la cual disainuye al au-
mentar la concentracion de Ea (0,1 pM a 2,5 M) adi-
cionada al medio, observidndose una inhibici6én del 70
%con 2,5 pM de Ea. Similar efecto se encuentra en
presencia de hC6 + Ea (62 %). Por otro lado, Ex (1
uM ) produce una acumulacion de Pg del &4 %, la cual
se incresenta significativamente con hCG + Ea (1,6
veces vs 2,8 veces). Estos resultados preliminares
indican que, en nuestro sistema experimental, la in-
hibicién de la sintesis de P, por Ex es dosis depen-
diente, sugiriendo que uno de los probables sitios
de la accién inhibitoria del Ea en células luteas
husanas seria en la conversioén de Ps a Pa.

Fondecyt 0870 ; Rockefeller Foundation GAPS 8845.

INHIBIBICION DE LA RESPIRACION CELULAR DE TRYPANOSOMA
CRUZI POR ESTERES DEL ACIDO GALICO Tinhibition. ot
respiration of Trypanosoma cruzi by gallic acic
esters). VasqueZ '35_, Monteverde, P, Coloma-Torres
L.(»), Urzda _P.(x) y Aldunate. J.. Departamento de
joquimica, Facuitad €  Medicind, Universidad de
Chile, (x) Departamento de Bioiogra, Universidac
Metropolitana de Ci de la Ed on.

En trabajos previos de nuestro laboratorio hemos
conclufdo que los antioxidantes fendlicos BHA y BHT
presenta actividad tripanocida, al bloquear l&
respiracion celular del T. cruzi en el segmento NADH-
citocromo b de su cadena respiratoria mitocondrial
En esta oportunidad se estudid los efectos sobre e
crecimiento en cultivo en medio Diamond de las formas
epimastigotas de este parasito y el efecto sobre e
consumo de oxigeno de los epimastigotos intactos de
T. cruzi de una serie de antioxidante fenblicos
deérivados del acido galico - (Metilgalato
Propilgalato, Octilgalato y Laurilgalato).
El crecimiento e los cultivos se siguid por
nefelometrfa y el consumo de oxligeno se cuantifict
polarograficamente con un eléctrodo de Clark.
Se pudo establecer ue los diferentes &steres
estudiados afectan en forma diferente e! crecimientc
en cultivo de las formas epimastigotas del protozoo
La diferencia se establece que al incrementar e
largo de 1a cadena alifatica del alcohol que
sustituye el Aacido, mayor es la inhibicidn de
crecimiento que se alcanza., El acido galico no afect:
el crecimiento, en cambio todos los #&steres
estudiados presentan un efecto inhibitorio de
crecimiento. E! grado de inhibicidn alcanzada es Iz
siguente : metilgatato < propilgatato <
laurilgalato.

efecto sobre el consumo de. oxfgeno también se
relaciona con la extensidn de la cadena alifatica de
&ster, Los valores de | 50 (concentracidn de
inhibidor necesaria para afectar en un 50 /7 1l
respiracidn celular) para los diferentes compuestos
es la siguente : Acido galico > 40 mM, Metilgalatc
29.3 mM, Propilgalato 6.7 mM, Octilgalato 0.13 mM y
Laurilgalato 0.4 mM.
En resumen, se puede establecer que la accior
tripanocida de estos compuestos se relaciona con S
hidrofobicidad, lo cual establece que los 8&steres de
mayor cadena (Octilgalato y Laurilgalato) sor
factibles de estudiar como agentes antichagasicos
experimentales.
Financiado por: FONDECYT, O.E.A. y DTI U. de Chile.

METABOL 1SM0 HEPATICO DE DROGAS EN RATAS CON DIABETES EX

PERIMENTAL AGUDA Y CRONICA. (Effects .of acute and

chronic diabetes on hepatic drug metabolism in the rat).

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

Bioquimica, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

Se ha demostrado que las alteraciones observadas en el
metabolismo de drogas, en la diabetes inducida por agen

tes quimicos como el aloxano, son propias de la diabe-
tes y no efecto directo del agente diabetogénico. En

este trabajo se presentan los resultados obtenidos por

efecto de 1a diabetes aloxdnica en las actividades in

vitro de las Fases 1 y 1! del metabolismo de drogas en

ratas Wistar hembras.

El estado patolégico determin6 una marcada activacién
de algunas enzimas igenasas d

fina). Se determinaron los parametros cinéticos de

las reacciones, comparativamente con la de ratas contro

les y ratas diabéticas tratadas con insulina.

Las preparaciones activadas con detergente sugieren que
en ratas con diabetes crénica hay deficiencia de la en-
zima UDPGT para estrona y no serfa una consecuencia de
una anormalidad en el ambiente fosfolipfdico de 1a mem
brana. 'Sin embargo, el estado de diabetes agudo y cré
nico determinarfa una mayor cantidad de alaunas enzimas

monooxigenasas de la Fase |. :

Proyecto B-2666-8834 DTI. Universidad de Chile.

dientes del cito
cromo P-h50 (Fase |) mientras que las reacciones de al~
gunos sustratos endégenos y drogas estuvieron inhibidas
(estrona y p-nitrofenol) y otras no se modificaron (mor
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TANALES TONICOS ASOCIADOS AL RECEPTOR DE RYANODINA DE
RETICULO SARCOPLASMATICO REGISTRADOS POR TECNICA DB
PATCH-CLAMP EN LIPOSOMAS FUSIOMADOS. (Patch clamp
recording of ryanodine receptor channels of sarcoplasaic
ret-icnlul in fused liposomes). Vélez, P.., Sjerralta, J.

Depto. Fisiol. & Biofisica, Pac. Medicina,
U. de Chile y Centro de Estudios Cientificos de Santiago.

La liberacién de calcio desde el reticulo
sarcoplasastico (RS) de mdisculo esquelético durante el
acoplamiento excitacién-contraccién (EC) se produce a
través de canales de calcio.

Las membranas pativas de RS incorporadas en bicapas
planas muestran un canal de calcio de alta conductancia
(100 pS en 37 wM BaCl, trans). Este canal es activado por
ATP y Ca?* aplicado af’lado mioplasmatico, e inhibido por
rojo rutenio y magnesio. Ademds, es activado por
concentraciones micromolares de inositol (1,4,5)-
trisfosfato (InsP;) (Sufrez et al. Biophys. J. 54:737,
1988) sin alteracibn de la conductancia. Por el
contrario, ryanodina, en el rango nanowolar, modifica el
gating y la conductancia de este canal (Bull et al.
Biophys. J. 1989, en prensa)

El ancho de banda limitado del registro en bicapas (<1
KHz) es una limitante importante en el estudio de canales
iénicos. La fusion de vesiculas de RS de wmdsculo
esquelético de rana con liposomas (Correa et al. Biophys.
J. 54:569, 1988) nos ha permitido el registro de canales
utilizando la técnica de patch-clamp (~ 10 KHz). Con este
método hemos detectado un canal catiénico dependiente de
voltaje, con una conductancia de 500 pS en presencia de
CsCl (250 mM) simétrico. Esta elevada conductancia y
resultados preliminares que muestran activacién por ATP
(1 sM) y aumento del ntmero de eventos cerrados en
presencia de rojo de rutenio (200 nM), sugieren que este
es el canal catiénico asociado al receptor de ryanodina.
Financiado por Proyectos Pondecyt #9902 y #972 y Grant NIH
GM-35981 a R. Latorre.

EN EL FETO OVINO EL ALZA DE CORTISOL (F) QUE OCURRE
ENTRE 125-135 DIAS DE EDAD GESTACIONAL (EG) ES INHIBIDA
POR LA ENUCLEACION OCULAR (EO). (Ocular enucleation
inhiblts the gestational age rise of cortisol in fetal
sheep). Vergara, M., Guerrero, J.L.*, Riquelme, R.%,
Rolddn, C.*,  Serén-Ferré&, M. Lab. Endocrinologla,

F.CC.BB., P. U. Catdlica de Chile y *Lab. Fisiologia y
Fisiopatologia del Desarrollo, Dpto. Preclinicas, Cs.
Médicas Oriente, Facultad‘yedicina. U. de Chile.

En la oveja, F fetal induce cambios que contribuyen a
la adaptacién postnatal y desencadena el parto. €1 au-
mento de F fetal con la EG es mds notorio desde los 130
dias de gestacidn (té&rmino 145 dTas). Investigamos si
existen seflales ambientales que pudieran ser detectadas
por el feto y que contribuyan al aumento de F con la EG.
En 20 fetos de oveja (12 controles, C; 8 con EO) se mi-
did la concentracién de F por RIA, La cateterizacién de
vena y arteria femorales y E0 se realizaron a los 120~
130 dfas de EG. Al 7° dTa postcirugfa, se tomaron mues-
tras de sangre cada 1 6 2 h durante 24 h. Los animales
se agruparon segin EG en el dfa del muestreo (2 de los
C fueron muestreados para ambos grupos de EG). Tanto
los fetos controles como los enucleados presentaron rit-
mo circadiano de F. La concentracién de F en 2h h fue
(X + E.S. Student t'test):

n EG F (ng/mt) n EG F (ng/ml)
C 7 12641 6.3+1.3 7 136+1 11.8+1.4
€0 4 12672 54¥05 b 135F1 6.9%1.2

Los datos demuestran que la EQ evita el alza de F que
se observa entre 125 y 135 dfas (C, p = 0.009; EO, n.s).
La enucleacidn ocular puede alterar la percepcién de una
sefial ambiental por parte del feto o quizas producir cam
bios a nivel de hipotdlamo relacionados con la regula-
cidn del eje hipotdlamo suprarrenal fetal.

FONDECYT 0321/88, Rockefeller HD 83016.
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Pruebas de especificidad y sensibilidad en la
deteccibn de Trypanosoma cruzi por hibridacién
mediante sondas de DNA no radioactivas.
(Specificity and:sensitivity hybridization tests
on the T. cruzi detection with non radioactive
DNA probes

J. Venegas., A. Solari., E. Gonzélez y C. Vas-
quez.

Departamento de Biogufmica, Facultad de Medici,
na, Universidad de Chile y Universidad de Tal=
ca.

La tripanosomiasis Americana o enfermedad de
Chagas y la Leishmaniasis son enfermedades oca
sionadas por los tripanosomatideos T. cruzi y
Leishmania s.p.p. respectivamente, Tas cuales
afectan a una gran parte.de la comunidad amerf
cana. Con el objeto de mejorar el diagnéstico
parasitolégico de la enfermedad de Chagas he-
mos utilizado el DNA kinetoplastfdico (kDNA)o
fragmentos clonados de kDNA como sondas en en-
sayos de hibridacifn en filtros de nylon.

En este trabajo se presentan resultados del
clonamiento de fragmentos de minicirculos de
kDNA y la utilizacién de ellos como sondas con
tra DNA de 54 cepas de T. cruzi de Chile, Bo-
livia, Perfi, Argentina, Brasil, Colombia y Ve-
nezuela. Se utiliz6 como control el DNA de o-
tros tripanosomatideos tales como: L.b. brasi-
lensis, L.m. amazonensis, L. peruviana, L.
novani, T. brucei, T. rangeli y T. marienkeli.
Encontramos la misma sensibilidad de deteccion
utilizando sondas de kDNA radioactivas con 32p
y otras no radioactivas (digoxigenina-Boehrin
ger o biotina-BRL Blue-Gene). Por otro lado
los métodns permiten Aetectar hasta un limite
de 300 par&sitos.

Financiado por PNUD/World Bank/WHO,PNUD/UNESCO
y FONDECYT.

EL ELECTROCITO DE RAJIFORMES: UN SISTEMA SINGULAR
PARA EL ESTUDIO DEL AChRn. (The Rajiformes electrocyte:

a singular system for the study of the nAChR). Vidal, A.
Prado Pigueroa, M. y Barrantes, F.J. Instituto de Inves
tigaciones lmqu_f-xus, mlsﬁicx'r Bahia Blanca. Ar—
gentina.

Los electrocitos o electroplacas han constituido la
fuente bioldgica mis importante para el estudio del
AChRn desde que Miledi y cols. (1971) primeramente los
utilizara como modelo. En el presente trabajo describi-
mos a los electrocitos de Psammobatis extenta una raya
de descarga eléctrica débil. Se efectuaron cortes crios
titicos del Srgano elicttxco siguiendo su eje antero-
posterior y luego fueron analizados al microscopio 8pti-
co y de fluorescencia. Mediante la té&cnica de Mos y cols.
(1983) localizamos a la AChE, qa-bungarotoxina-Texas red
fue empleada como marcador especffico del AChRn y la
WBD-falacidina fue utilizada para estudiar la localiza-
¢ién subcelular de la forma filamentosa de la actina o
P-actina. La técnica PAP gse empled para revelar a los
anticuerpos monoclonales (mAbs) anti-tubulina (Tu9B),
anti-MAPs y anti-neurofilamentos (RT97).

ElL AChRn y la AChE mostraron una co-distribucibn a lo
largo de la cara anterior o inervada del electrocito.

La fluorescencia obtenida por NBD-falacidina se observd
en todo el citoplasma del electrocito. Los mAbs Tu9B,
snti-MAPs y el RT97 detectaron a sus respectivos antige-
nos en las terminales nerviosas.

De los resultados precedentes podemos conclufr;: 1) el
electrocito de P. extenta, al igual que el de Torpedini-
formes, es una c€lula altamente polarizada presentando
una regién inervada: la anterior y otra posterior o no-
inervada, 2) el citoplasma del electrocito estd consti-
tuido principalmente por F-actina y 3) las caracterfisti-
cas morfoldgicas que presenta el electrocito de Rajifor-
mes nos permitieron aislar fécilmente estas c&lulas, lo
cual abre posibilidades impensables en el caso de los
electrocitos de Torpediniformes.
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AISLAMIENTO DE CELULA DE LANGERHANS DE EPIDERMIS HUMA-
NA. (Isolation of human epidermal Langerhans cells).
Vidal M.A., Grob F. y Caorsi I. Instituto de Histologia
y Patologia, Facultad de Medicina, Universidad Austral
de Chile. (Patrocinio: M. Concha).

La célula de Langerhans (CL) representa el 3%
de las células de la epidermis humana. No cobstante su

reducido nfimero, juega un papel fundamental en la capta

cién de antigenos y subsecuente estimulacién de la res
puesta inmune celular. Como primera etapa para el est:u
dio de las interacciones in vitro CL-linfocito T, he-
mos obtenido suspensiones celulares epidérmicas enri-
quecidas en CL mediante centrifugacidn en gradiente de
densidad discontinua.

Piel humana extraida con dermatomo fue incu-
bada con tripsina 0.5% para remover la dermis. La epi-
dermis fue tratada con DNasa 0.025%, fragmentada y fil
trada. La suspensidn celular fue resuspendida en medioc
de cultivo RPMI 1640 suplementado con suero fetal de
bovino y antibifticos. El promedio de cé&lulas obteni-
das en cada aislamiento fue 6 x 107 células con un 70%
o mis de viabilidad. De &sta suspensidn, se centrifuga
ron 107 células/ml a 3.400g por 1 hr en una gradxente
discontinua de Ficoll-metrizoato de sodio. Las CL fue-
ron identificadas con inmunofluorescencia utilizando
el anticuerpo OKT6 y a microscopia electrdnica (ME) por
la presencia del granulo de Birbeck.

Este procedimiento nos ha permitido obtener
una fraccidn celular que contiene un elevado niimero de

COMUNICACIONES

EFECTO DE LA EXCLUSION DE HERBIVOROS EN UNA POBLACION DE
Leucogoryne i8 IN EL NORTE DE CHLE. (Effects of
herbivore exclusion on a population of the geophyte
Leusscoryne coqus i8 in Northern Chile). Vidiells, P. E.
y Armesto, J. J. Lab, de Sistemftica y Ecologia Vegetal,
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

Al sur de Coquimbo (IV Regidn), una de las especies
caracteristicas del denominado “desierto florido" es la
gedfita Leucocoryne coquimbensis. En este trabajo se
documenta el efecto de la exclusin de ganado v lagomorf£os en
ia abundancia y reproduccitn de una poblacidn de esta especie
despuds de un afio liuvioso.

En 22 cuadrados de 30x30 cm distribuldos al azar dentro y
fuera de un &rea cercada (1 ha) se determind, a fines de la
estacidn de crecimiento: el nimero de ejes fiorales, el
ntmero de cipsulas por eje floral, el nimero de semilias
dispersadas y el namero de bubos (en 25x25x20 c¢m de suelo).
Ademiks se comperd 1a biomasa de 85 bulbos colectados dentro y
45 fuera de la parceia.

Observaciones realizadas en la Spoca de floracion
mostraron que sdlo habia plantas con flores dentro del drea
cercada. Sin embargo, en la &poca de muestreo, ia densidad de
ejes florales era la misma dentro y fuera de la exclusion. Et
907 de ios ejes dentro del cerco tenian cipsulas, mientras
que todos los ejes en el drea no protegida carecian de ellas.
Asimiemo, en todos los cuadrados muestreados dentro del cerco
habia semillas sobre el suelo (X=3.742 semillas m~2),
mientras que afuera no se encontrd ninguna. No hubo
diferencias en e] nGmero de bulbos entre el interior y
ext.eﬁor, pero el peso de los bulbos colectados fuera de la

CL, viables. Las CL aisladas adquieren forma redond

usidn fue mayor (1,56 vs, 4,18 g).

da y a ME presentan la ultraestructura caracteristica
de la CL en los tejidos; observindose, ademiis, frecuen
tes mitosis.

FPinanciado por Proyectos 89-0198 Fondecyt y
S-89-16 Dir. Inv. U.A.Ch.

CULTIVO PRIMARIO DE KERATINOCITOS DE LESIONES GENITALES
CONTENENDO PAPILLOMAVIRUS HUMANOS (Primary cultures of
Keratinocytesderived from genital lesions harboring
human Papillomavirus) VIEIRA, K.B.L. & VILLA, L.L.
Depto. de Virologia, Instituto Ludwig de Pesquisa sobre
o Cancer, 01509 Sao Paulo - SP, BRASIL

Los Papillomavirus Humanos (HPV) pertenecen a la
familia de los Papovavirus, cuya molecula de DNA dupla
hebra tiene alrededor 8000 pares de bases, y estan
asociados a lesiones benignas del tracto anogenital
bien como malignas (carcinoma de la cérvix uterina).
Mucho se puede conocer de la biologia y comportamiento
de estos virus através del desarollo de cultivos de
keratinocitos, que permitem la replicacion de los
mismos virus, Este trabajo tiene como proposito obtener
cultivos de lesiones do tracto anogenital para el
estudio y reconocimiento del tipo de HPV en ellas
presente, A partir de biopsias de tejido verrucoso de
penes y vagina obtuvimos cultivos primarios que fueron
mantenidos en KGM (medio sintetico de cultivo de
Keratinocitos - Clonetics Corp, San Diego, CA) libre
de soro, siendo congeladas alicuotas em cada pasage.
Los DNAs de dichas biopsias fueron extraidos y anali-
sados por RCP (Reacidon de Polimerizacidn en Cadena)
verificandose la presencia del HPV en todas las
muestras y estas fueron analisadas por Southern Blot
para la tipificacion del HPV presente, empleandose
pruebas radioativas para HPVs de los tipos 6/11 y
16/18, los mds comumentes encontrados en .estos tipos
de lesiones. Se verifico que mediante el uso de esta
metodologia obtuvimos cultivos confluentes, con
crecimiento acelerado en las primeras pasages, libre
de fibroblastos., En la mayoria se observo senales de
diferenciacion después de la 84 pasage.

£} estudic demuestra que las poblaciones de L.
coquimbansis Son capaces de reproducirse por semilas s6lo en
&reas protegidas del acceso de herbivoros. La baja
dispersabiidad de las semillas junto con la accién de
herbivoros contribuirian a la heterogeneidad espaciaFen la
distribucion de esta especie.

Financiado por Proyecto OEA.

MIFARA BREENR. OE LA RESBRVA MACIOMAL “ESTERO YALI®,Y REGION,
CHILE (Water Avifomse of The Nations! Reservation "Estero Yall®, ¥V
Ridglén, Chile).Villan, V%, Loper N.V.*APutodioOnEBusordbreghn)
*Lab.Biol Megrod., Spto.Biol .Col .Osabtics, Fac.Medicina,
Universided ¢o Chile.

**0pto.Ecologla, Fac.ds Clencles, ¥aiversidad de Chile.

EI _l forasdo per le desembocadurs del Estero Yall
(” 47°-n u‘L-S-) 4 sido deciarado Resarva Naclonal. Desde fines
de Abrll do 1989 s estedla Ia dlv-aldld Y Mmln d- lo
avifeuna que estf dir sl
ospecial énfasle en les aves sigraturies, 3¢ pretends M--In- u
Tmportencle en le conserveciSa do estas aves.

Los censos resiizedos menswsimente han permitido reconccer 84
especies de aves y & 48 de olles 30 les he conslderado directamente
asoclades al humsdal, 14 son migratoriss, 12 de elias provienen del
Hemisferio Norfe y 2 del exiresms swr de Sud-Amfrice. En ests $poce
la especie més sbundente es Fellca armlilats, oiras especles
sbundentes son Anss sibllstrix y Polecasus thagus, se considers
importente el nimero d.m_mm ¥y se ha cbservado a
Ardes cocol, especie considerads como rare.

T Las eves algratorias mes ab a la espec!

Zonlbyx modestus que niditices em ef .1_ sur del Hemisferio Sur
¥ que llrm durante el invierso hecle I zona ceniral de Chile;
respecto a Charadrius falcklandicus ao existe certeza sobre la
proveniencla de estos individuos. De las especies que algran desde
sl Hemisferio Norte resalts la presescls durente esta época del
afio, aunque en bajo nGmero de Calldris canutus y de Limoss

Tca que imente regresa por ls costa atifntica (Haymen,
P.ot al). Cabs destacerse ls coexistencls durante este perfodo de
aves migratorias provenlentes de (os extremos de esbos hemisterios.

Los resultados obtenldos sugleren quw durante ests época este
humedal sirve como sitio de descenso y alimentacién pare las aves
que regresan hacls el Hemlsferilo Norte desde lugares mas sustrales
Yy de aquellas especles que nidificando en el gxfr-o ur, se
desplazen usualmente hacla la zona central de Chile; se propome
este- lugar como sitio de estudlo de charlos y playeros, que Junto
con Ia plays de Las Roces de Santo Domingo (Salaberry,M. com.pers.)
conforman un Interesante sistema para ello.

El proyecto ha sido apoyado por (a Corporaciéa Naclonsl Forestsl.
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ESTUDIOS SOBRE LA TRANSFORMACION ENZIMATICA Y AUTOXIDA—
TIVA DE L-DOPA A EUMELANINA (Studies on the enzymatic
and autoxidative transformation of L-DOPA into eumela—
nins). Villablanca, M., *Slawinska, D.,*Slawinski, J.
and **Inding, L. G. Department of Biological Sciences,
Casilla 747, University of Talca, Talca, Chile, *Ins—
titute of Physics, Pedagogical University 30-084
Krakow UL. Podchorazych 2, Poland, **Deparment of
Biochemistry, Institute of Chemistry, University of
S3o Paulo, C.P. 20780, Sdo Paulo, Brasil. (Patrocinio:
L. Meza Basso).

The catechol oxidase catalyzed and autoxidati—
ve transformation of L-DOPA to melanin—like polimers
have been studied by oxygen consumption, chemilumines—
cence,energy transfer, fluorescence and absortion spec—
troscopy.

Formation of DOPA—chrome and DOPATutin have
been found in the enzymatic and autoxidative reaction.
Autoxidative reaction is chemiluminescent, the emission
accurring in the 400-600 nm range. The excitation ener—
gy is not transfered to sensitisers. Carbonate and ac—
tive species of oxygen are shown to participate in the
chemiexcitation reaction.

This work was supported by grants from FINEP
(Rio de Janeiro), CNPq (Brasilia), FAPESP (S3o Paulo)
and Volkswagen Foundation (Hannover).

AISLAMIENTD Y CARACTERIZACION DE VIH DE INDIVIDUOS
CUYOS SUEROS PRESENTAN REACTIVIDAD CON VIH-1 Y VIN-2.
(Isolation and characterization of HIV from patients
with antibodies against HIV-1 and HIV-2 ¥cqw'¢tc—
ins). Yoikovic, A, Centro de estudios Cienti

Santiago y Unidad de Virologia, Fac. de Medicina, U.
de Chile. (Patrocinio: R, Espeio).

Se han descrito en detalle dos virus de la
inmunodeficiencia humana, VIH-1 y VIH-2. En algunos
individuos se ha logrado detectar anticuerpos contra
VIH-1 vy VIH-2 en proporciones que varian segin el
ensayo utilizado. Esta reaccidn cruzada es principal-
mente entre las protelnas gag p26 y p25, de VIH-2 y
VIH-1 respectivasente.

En nuestco laboratorio, de 25 sueros positi-
vos por ELISA para VIH-1, se encontraron ssis ca
con reactividad cruzada con VIH-2 por inmunopreci-
pitacion. Si bien la’ presencia de anticuerpos anti-
VIH-2 en estos seis pacientes podria deberse a una
diferencia en la respussta inmune del individuo, no
se puede descartar la posibilidad de que la variacidn
sea producto de caracteristicas difsrentes en la cepa
infectante.

Por estas razones, se decidid aislar VIH de
un individuo que presente reactividad con VIH-1, asi
coso de uno que presente la doble reactividad, para
posteriorsente caracterizarlos.

En este trabajo presentamos los resultados
del aislamiento de la cepa 6HW de un individuo que
presenta reactividgad doble, y de la cepa RA de uno
con reactividad solo contra VIH-1. Hasta @] momento,
y lusgo de tres pasajes de estos virus por linfocitos
on cultivo, hemos logrado ausentar la produccidn de
virus, la que al parecer es tambien mks ripida. Por
oira parte, se esth intentando traspasar estas cepas
a dos lineas de linfocitos CD4 husanos ¢como son CEM y
H?, para trabajar con sayor facilidad con ellas.
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OBTENCION DE UN  ANTICUERPC  MONOCLONAL
ANTIPEROXIDASA Y sU APLICACION EN
INMUNODETECCION. (Obtention of antiperoxidase

monoclonal antibody and its application in
immunodetection). Villegas, J.* ¥ (<1
Instituto de Medicina Experimental,
Universidad Rustral de Chile. * Universidad de
La Frontera. (Patrocinio Dr. H. Folch).

Con el fin de preparar complejo
peroxidasa-antiperoxidasa de rata se produjo
un anticuerpo monoclonal anti peroxidasa, para
lo cual células esplénicas de rata
hiperinmunizadas con peroxidasa se fusionaron
con la linea parental 8 azaguanina resistente
NSO/2 siguiendo el método de Kohler Yy
Milstein. Para 1la deteccién de anticuerpos
antiperoxidasa en los sobrenadantes se disefis
una técnica en membranas de nitrocelulosa. De
los clones positivos obtenidos en la fusién se
selecciond el clon 3C8 por su alta secrecién
de anticuerpos antiperoxidasa. Este hibrido
es estable, manteniéndose por mas de un afio en
cultivo y sus células muestran un alto
contenido de inmunoglobulina
intracitoplasmatica, la gque corresponde a la
clase IgG.

Los complejos peroxidasa antiperoxidasa se
prepararon de acuerdo a la técnica de Mason;
son estables en el tiempo conservados a -20°C
o a 4°C, demostrandose efectivos como reactivo
en inmunodeteccién,

Financiado por Proyectos DID-UACH S-89-21,
FONDECYT 0074/89, TWAS GR 29-CHL-7 y GTZ
78.2503.7-01.300/469.

MECANISMOS DE RESISTENCIA A MULTIPLES DROGAS EN CANCER
GASTRICO: EXPRESION DEL GEN MDR1.(Mechanism -of multidrug
resistance .in gastric carcinoma: MDR1 gene expression).
Yollrath, V., Chianale, J. Departamento de Gastroentero-
TogTa, Facultad de Medicina,Pontificia Universidad Cato
lica de Chile. (Patrocinio: F. Nervi).

Uno de los mecanismos de resistencia a quimioterapia
de las células neoplasicas estd asociado a un aumento en
la expresién del gen MDR1, el cual codifica la glicopro-
tefna P-170 de la membrana plasmatica. Esta protefna ac-
tha como una bomba de eflujo, dependiente de energia,dis
minuyendo la acumulacién de citotéxicos estructuralmente
disimfles en el citosol. Se ha establecido correlaci6n
entre el nivel relativo.de expresi6n del gen, P-170 y el
grado de resistencia de las células a diversas drogas.
Se estudi6 la expresi6n del gen MDR1 en el adenocarcino-
ma gastrico(AG) y en la mucosa gdstrica(MG) de la misma
pieza quirGrgica de sujetos no tratados. Se cuantificé
el RNAm especffico, hibridizando en dot blot cuantitati-
vo, RNA total extrgldo de AG y MG con una sonda del gen
MDR1 marcada con 9<P. El tamafio del RNAm, estimado por
Northern blot, fue de 4.5Kb. En las muestras analizadas,
el nivel relativo de expresi6n, estimado en unidades den
sitométricas por 10ug de RNA, fue de 0 a 9 en AG y de 0
a 4 en MG. En el anélisis pareado de 8 muestras de AG se
observd un aumento en la expresion del gen con respecto
al determinado en MG(p<0.05). Los niveles de RNAm en AG
no se correlacionaron con el tipo histolégico y grado de
diferenciacion del tumor. Las cantidades relativas de
RNAm determinadas en AG fueron menores a la obtenida en
tejidos normales con altos niveles de expresibn como
glandula suprarrenal (10UD/10ugRNA). Esto sugiere que el
incremento del RNAm en AG no es dependiente de una ampli
ficacién del gen MDR1. La observaci6n que el gen se ex-
presa en mucosa géstrica indica la posible participacién
de la P-170 en procesos fisiol6gicos a nivel de membrana
celular. Estos hallazgos sugieren que en algunos AG, el
incremento en la expresi6n del gen MDR1 podria partici-
par en los mecanismos moleculares de resistencia prima-
ria o adquirida observada en estos tumores.
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DIFERENCIAS EN EL COMPORTAMIENTO BIOLOGICO
EXPERIMENTAL E INDUCCION DE ANTICUERPOS LITI-
CQS DE POBLACIONES DE T, CRUZI CHILENAS Y EX-
TRANJERAS CLASIFICADAS Z DEMAS.

wallace, A.,° Olivares, M.°° vy S4nchez, G°°.
% Depto. ﬂeaicina Experimental, °° Depto. Bio

ufmica, Facultad de Medicina, U. de Chile.
Patrocinio: A, Solari).

El anflisis comparativo de poblaciones de T.
cruzi chilenas y extranjeras pertenecientes a
zimodemas 2y y caracterizadas biolégicamen
te en ratones Balb/c, dié los siguientes re-
sultados: 1) La infectividad con los grupos Zj
y Z2 fué similar, sin embargo los ratones ino
culados con poblaciones Z2 presentaron un pe-
riodo de prepatencia mayor. 2) Las parasite-
mias observadas en los ratones infectados con
poblaciones Z)} fueron siempre mis altas que
con las Z3. 3) Los pardsitos Z) chilenos indu
jeron parasitemias y tasas de mortalidad infe
riores a los Z) extranjeros. L) Se observaron
parasitemias y tasas de mortalidad mAs altas
en ratones machos que en hembras. Se estudié
la capacidad inductora de anticuerpos liticos
de las poblaciones caracterizadas. Se utiliza
ron como célula blanco, en el ensayo de lisis
mediada por complemento, tanto tripomastigo-
tes sanguineos como formas metaciclicas de cul
tivo. Todos los sueros mostraron actividad 1I
tica contra las formas sanguineas y de culti-
vo con al menos dos del total de poblaciones
analizadas. La positividad de la reaccién de-
pendié en gran medida de la poblacién de T,
cruzi empleada como célula dblanco.

Este trabajo recibié apoyo financiero de:
UNDP/World Bank/WHO y FONDECYT.

DEMOGRAFIA DE ERODIUM CICUTARIUM EN EL DESIERTO CENTRAL
DE BAJA CALIFORNTA, ME . (Demography of Erodium
cicutarium in the central desert of Baja California

México).Walkowiak, A.M. Depto. de Ciencias Ecol8gicas.

Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.
(Patrocinio: J.A. Simonetti).

E1 objetivo de este trabajo es caracterizar el com-
portamiento demogrifico en tres poblacior~s de E. cicu-
tarium sometidas a diferentes grados de perturbacidn E!

mana y a la accién de herbfvoros nativos.

Las poblaciones muestran una fuerte distribucifn en
parches, ubicados entre los arbustos. La poblacidn mis
abundante se encuentra en el &rea con mayor perturbacidn.
La accibn de los herbivoros no representa un factor sig
nificativo en la abudancia de estas poblaciones. Existen
diferencias en la duracién de los ciclos de vida de
acuerdo al sustrato en que se encuentran (arenoso vs. ar
c¢illoso). Las poblaciones muestran curvas de sobreviven-
cia Tipo Deevey I; la tasa de sobrevivencia es mSxima
en la etapa de plantula y disminuye fuertemente entre
la 6a. y 7a. semana despus de la germinacidn. Este
comportamiento se asocia al contenido hfdrico del suelo.

Los resultados se discuten en t&minos de disponibi-
1idad espacio-temporal de recursos hfdricos, estrate-
gias de historias de vida vs. gradientes de alteracifn.

Trabajo financiado por CONICYT (Mé&xico).
Proyecto PCECCNA/0k1722

COMUNICACIONES

CONSERVACION Y CAMBIO CROMOSOMICO EN LA EVOLUCION DE
ROEDORES CRICETIDOS FILOTINOS.(Chromosomal
conservantism and change in the evolution of phyllotine
cricetid rodents). WYalker.L.1., Spotorno, A. y Sllva,
J. Depto. Biologfa Celular y Genética, Fac. de
Medicina, U. de Chile.

La especlacién de los roedores cricétidos habria
estado acompafiada de extensiva dlferenclaclon
cromosémica, con reduccién del ndmero diplolde y
aumento de la metacentria de 1los carlotlipos
ancestrales. Para investigar esta hipotesis, se
compararon los cariotipos (2n-NF) bandeados G de 11
especles pertenecientes a 6 géneros fllotinos:
Andinomys edax (56-58); Eligmodontia typus (50-50);
Graomys orlseoflavus (36,37-46); Calomys sp (44-72);
Mliscomys micropus (34-36,37), sublimis (28-32),
bollviensis (22-32); Phyllotis _darwinl (38-76),
magister (38-75), xanthopygus (38-76) y oegoodl
(40-76).

Los resultados indican que: 1) ndmeros varlables de
cromosomas telocéntricos de A.edax fueron ldénticos a
telocéntricos o a brazos de metacéntricos de las otras
especlies, 2) los cromosomas metacéntricos de éstas
correspondieron a lguales o distintas combinaciones de
telocéntricos de A. edax, 3) dos cromosomas de A. edax
se encontraron como tales o como brazos en todos los
géneros; los cromosomas X fueron Ildénticos,
parcialmente distintos o distintos. Estos resultados y
el anélisis de dendrogramas basados en el numero de
cromosomas Yy brazos cromosémicos compartidos,
permitieron cuantificar la varlaci6n cromosémica que
acompalié a la especlacion en este grupo e indlicaron que
un cariotipo similar al de A.edax estuvo en la base de
su radiacioén. Fusiones céntricas independientes y
conservacién de distintos cromosomas telocéntricos
ancestrales habrian sido los principales mecanismos
que origlinaron los cariotipos de las distintas lineas
flléticas.

DT1 2689/68623,U.DE CHILE y FONDECYT 88-1013.

PROCESOS OXIDATIVOS EN ORGANOS DE RATAS
SOMETIDAS A SHOCK POR TORNIQUETE. (Oxidative E;:;:;

in ret organe fo tourniquete shock). Wand PH. .
B yVivalli. E de Clencias F! » Fascultad
de Clencias Biolgicas y Recursos Naturales. Universided de
Concepelén. Chile.
La aplicacién de dunnte 5 hrs en las extremidades
de rates , nos ha permitido demostrar que la
porshock, th an se asocia
con la dunmﬂhld.?:rzs:;un;rs:?:fzznlJ:ﬁ::ﬁnﬁxmhu
afectados se evidenclan alisraciones que oer
revertides o prevenides medisnie la ol
torniquete, de (Alo, 40 . v
En nuestra hi de Planteamos que los radicales
libres derivados del oxi pan en la patoginesis del shock
por tomiquete; por lo cudl injeiado el estudio del estedo
redox, & través de la determinacdién de los niveles de glutation

reducido (GSH), en muestras de higado, rifibn, e Intestino

obtenidos a diferentes intervalos de tiempo. En algunes muestrss

codahunnhu%tdunuu.olg;uh,dop-nudszdénIQﬂdkn mediante
hdolclmlmdéndodhnamn]m

Los resultados muestran una ucén del GSH en el higado

torniquete, acentuandose « las dos hrs. post-

de las extremidades. En el intestino no se cbeervaron

carnhios, y en el rifién este efecto sdlo se obeervé en el perioda

pot .An:lemh.tnivelhepiﬁennwnmté

en el periodo \

bien estos efecios ln;uunE:;:::?:a:szzm en animales pre-

tratados con SOD, Nusstros resultados previos con Ale y la

presencia de peroxidaciém lipidica no ten descartar la

perticipacién de estos radicales en este tipo'de shock

PROYECTO FONDECYT 89-495.




COMUNICACIONES

DETECCION INMUNOBIOQUIMICA DEL RECEPTOR
DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO (EGF)
EN CELULAS DE LA GRANULOSA DE RATA. (Immuno
biochemical detection of the EGF receptor in rat granulosa
cells). . ac. de
Medicina y Fac. de Ciencias Bioldégicas PUC.

Ei BGF podria jugar aigiin rol en 1a diferenciacién de
1as células foliculares. En efecto, se ha demostrado que las
células de la teca producen factor de crecimiento
transformante alfa (TGF-alfa), y que las células de la
granulosa poseen sitios de unién a EGF, posiblemente
regulados por accién de gonadotrofinas.

Con el fin de estudiar en detalle el mecanismo de
regulacién de 1a expresién del receptor de EGF en estas
células es necesario contar con otras formas de deteccién
adicionales a 1a medicién de 1a unién del ligando. En el
presente trabajo se utilizé un anticuerpo preparado en
nuestro laboratorio para implementar procedimientos que
permitan evaluar niveles de sintesis y masa del receptor
en células de la granulosa, luego de tratamientos al animal
o a las células in witre Mediante incorporacién de 33S-
metionina (30min), inmunopreci-pitacién y fluorografia
de geles PAGE-SDS fue posible detectar 1a sintesis del
receptor y observar cambios bajo distintas condiciones
experimentales iz vivo e in vitro (FSH, forskolin, CAMP,
suero, fibromectina). Ademds, 1a masa del receptor
presente en 2x105 células es suficiente para ser detectada
mediante inmunoblot. Los enfoques experimentales
utilizados  permitirAn  analizar 1os mecanismos
. involucrados en la regulacién de 1a expresién del receptor
on este sistema. (Financiado por FONDECYT #0249-88).

EVOLUCION DE LA ACTIVIDAD DE FOSFATASA ALCALINA HEPATICA
EN EL PERIODO POSTCOLESTASICO. (Time course of hepatic
alkaline phosphatase in the postcholestatic period).
Wielandt, A.M., Polanco, 0., Pizarro, M. y Accatino, L.
Depto.de Gastroenterologfa,Fac.de Medicina,P.Universidad
Cat6lica de Chile. (Patrocinio: Dr. V. Valdivieso).

En colestasia,la actividad de la fosfatasa alcalina
(FA)aumenta en el higado,plasma y bilis.Puesto que se
desconoce la evolucién de este marcador clinico en el pe
rfodo postcolestdsico,determinamos en ratas sometidas a
obstrucci6n biliar completa(OBC)por 24 y 48 h,su activi
dad en plasma,bilis y membranas canaliculares purifica-
das,en diferentes tiempos,luego de desobstruir el colédo
co.Controles:ratas con operacién simulada.En ambos gru-
pos colestdsicos:a)el flujo biliar aumentd 3 veces res-
pecto al control(coleresis postcolestdsica),normalizdndo
se a la hora,b)la excrecién de sales biliares (S8)fue 3
a 5 veces superior al valor control,volviendo al nivel
basal a Tos 45 min.,c)en el plasma,la actividad de la FA
fue 2 a 3veces mayor que los valores controles,hasta Tos
60 min.,1Tegando a normalizarse a las 5 h,d)en cambio,la
actividad de Ta enzima en la bilis,en las ratas con 0BC
de 24 y 48h,se mantuvo en el triple o aumentd progresiva
mente hasta 8veces el valor control al cabo de 5h,respec
tivamente,e)la evolucidn temporal de la velocidad de se-
crecién de FA en bilis fue semejante a la de 1a excre-
ci6én de SB,f)en las membranas canaliculares la actividad
de Ta FA inicialmente fue el triple de 1a basal,bajando
agudamente en la primera hora,l0 que coincidié con el
perfil de excrecidn biliar de FA,en el mismo perfodo.Los
diferentes perfiles de evolucién de la actividad de FA
en el plasma,respecto a la bilis e hfgado,sugieren una
compartimentalizaci6n de la enzima y un acceso limitado
de la FA plasmitica al compartimiento biliar.La disminu
cifn de la actividad FA en las membranas canaliculares
se asocia con el aumento progresivo de ésta en la bilis,
lo que sugiere que la FA biliar proviene de la membrana
canalicular.la evolucidn paralela de 1a excrecién de SB
¥ de FA sugiere una relaci6n entre ellas,facilitando la
solubilizacién de Ta enzima desde esta membrana.
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ALTERACIONES NEUROENDOCRINAS EN -EQUINOS FINA SANGRE DE
CARRERA  SOMETIDOS A TRANSPORTE ANTES DE = COMPETIR
{ Neuroendocr ine altarations produced by transport before competition in
Thoroughbred race horses) White, A, Reves. A, Gadoy, A, y Martine. R.
Dpto. Fisiologia y Biofisica, Fac. Medicine; vy, Dplo. Cs. Biolégicas
Animales y Dpto. Cs. Clinices Pecuerias, Fec.' Cs. Yeterineriss y
Pecuarias, Universidad de Chile.

Los caballos de correra frecuentemente deben ser trensportades
deads 6] luger donde viven y se realiza su preparacitn hesta el hipédromo
donde les corresponde competir. Este transporte se efectia en las horas
previasa lacarrera, en camiones poco confortebles, con una duracion que
fluctie entre 30 minutos, cusndo se realizs dentro do la misma cluded, y
4 hores, si los ejemplores son traidos desde ciudades ubicadss o
aproximadamente 100 km de distancia. Les contingencies del trensporie y
la legada & recintos extrafios podrian. ser factores esiresantes pars los
animales que comprometan 1as posibilidades de éxito en la competencia.

Con el fin de eveluar les alteraciones experimentades por los
cabollos transportados, se determindé hemetdcrito, glicemia, cortisol,
osmolarided, proteines y electrolitos plasméticos en condiciones basales
inmediatamente después de transportados y una vez finalizads la cerrers,
compar4ndolos con animales no sometidos a transporte.

Inmediatamente después de transporiados se observé sumentos
significativos en glicemia (de 84,7+ 5,2 o 101,4: 4,2 mg/dl,
9 <0,005) y cortisol plasmético (de 2,3+ 0,3 a 5,1£0,6 py/a,
p < 0,001). No se encontrd diferencias en estos resultados atribufbles al
sex0, temperamento ni tiempo de transporte. Une vez finelizads le
corrers, tonto en los enimales trensportados come en los no
trensportados, se observé un incremento significativo con respecto a los |
valores baseles en glicemta, hematdcrito, cortisol, osmalerided, sodio y
proteines totales plasméticss. Los velores de glicemia y cortisol
plasmético post-carrera fueron 8 su vez significativaments mayores que
Tos encontrados inmedietamente después de) transporte.

Los resultados obtenidos confirman que el transporte constituye
una siluacin de estrés para los snimales, lo que podria influir
negativaments en el rendimiento fisico de los ejemplares.

Financiado por: Proyecto 153/88 de FONDECYT.

REORDEMAMIENTO INTERNO DEL CICLO SUENO-VIGILIA

(Internal reorganization of the Sleep-Wake

Czcno). y Vivaldi,E.A. Dpto

Eh:Lolog ay imica,F. de Hodicgn.,u. de
le.

Cada estado del ciclo suefio vigilin ee
concentra en una determinada faee del dias
geneTando una secuencis estereotipada. Una
perturbacién en el ciclo luz oscuridad (CLO)

uce una in uencia inwmediata de tres
actores: clave ambiental, fase circadiana e
incidencia de cada estado en las horas
entes. En el largo plazo debe producirse
una resincronizacién con el nuevo CLO.
ho ratas con electrodos crénicamente
implantados, tras 3 dias control en CLO 12:12,
fueron sometidas a avances de fase de 6 horas

por dia corto (ADC) o noche corta (ANC) o a
reterdos de fase de 6 horas por nocha larga
(RML) o dia largo (RDL). Un sistema de. .

istro coagutarizndo ininterrumpido l.dgnnbn

a bin de 15 undos a Suefio Quieto Relta
(SAD), Suefio Quieto Sigma (SAS), Suefio Activo
(SA) o Vigilia (V). En las 6 horas posteriores
a la gcrturblcion hay un aumento de SAD en los
paradigmas donde hay luz en un horario qug
correspondia a oscuridad (66 X en RDL 22 %
en ANC) y de V en los casos inversos (19 % en
ADC). El SA casi no se ve afectado siguiendo
su horario circadiano previo. Con el sétodo de
cosinor se determiné la acrofase por estado
para cada periodo de 24 horas. Un ANOVA del
desplazamiento de las acrofas resultdé wmuy
significativo (p = 0.0001) gnrl el factor
paradigma por una mayor rnE dez de
desplazamiento de RDL y RNL. ADC y ANC son
semejantes en cuanto a SA y V, pero difieren
en que SQD es wmuy rapido en AbC (perdiéndose
su relacién secuencial con SA) wmuy lento en
ANC, resultando en una interaccién
significativa paradigma vs. estado (p = 0.03).

La baja variabilidad intraindividual

del SA come su ajuste altamente significativo
a una curva sinusoidal durante los dias
basales refleja un estrecho acoplamiento del
SA con su oscilador que resulta ser wis
insensible a ls perturbacién missa bajo todos
los anndigg.- Yy que es mhs dificil de
desplazar en el sentido del avance que en el
de retardo.
Proyecto Fondecyt 1291/88
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RNA POLI A+ EN EL ESPERMIO DE RATA Y
RATON. (Poly A+ RNA in the rat and msouse
spera.) Yanez, A., Lehman, 0., y Villegas, J.
(Patrocinio : 1llona I. Concha).

Mediante técnicas bioquimicas y de microscopia
electronica se ha demostrado gque tanto el
espermio. humano como el de rata contiensn RNA
{Pessot y col. BBRC, 138, 272- 278,1989).
Tambidn hemos confirmado la presencia de RNA
en @] espermio de ratétn y en genaral los
perfiles electroforéticos son semejantes entre
las especies. Para estudiar la existencia de
RNA poli A+ entre estos componentes se
procedid a preparar una sonda de oligo U (40 ~
60 nucledtidos ) marcado con T*F ,asta se usoéd
para hibridar RNA total de rata y ratén fijado
a nitrocelulosa. La autoradiagrafia revelod
hibridacion positiva con RNA total de
testiculo,con RNA polisomal ,con RNA total de
espermios de asbas especies y fue negativa con
tRNA de levadura. Se na calculado gue un
promedio de alrededor de un 0.5% de RNA total
de espermio corresponde a poli A+.Para
determinar @1 tamano de RNA poli A+ ,el RNA
total de espermios se separd por
electroforesis en geles de agarosa Yy se
transfiriéo a Hybond N. Las membranas se
hibridaron con la sonda *2P-poli U y la

autoradiografia reveld RNAs de tamafic de
alrededor de 18 S. Este RNA poliA+ se
purifico parcialesente con papel poli U

(Amersham). El significado de la presencia de
RNA pali A+ sers discutido. {(Financiado por
FONDECYT N° 0942-88, S5.Volkssagerwerk 1/461/74357
y DICUACH S-85-10).

CAMBIOS DE LA PRESION ARTERIAL ASOCIADOS CON
NIVELES PLASMATICOS Y RENALES DE PGE, DURANTE
EL CICLO ESTRAL (Blood pressure ‘hanges
associated with plasmatic and renal PGE,
levels during the estrus cycle). Zamorano, B.
Departamento de Fisiologfa y Biofisica. Facul-
tad de Medicina, Universidad de Chile.

Se estudib si los cambios espont&neos de se-
crecién de hormonas sexuales producidos duran-
te las fases del ciclo ovlrico afectan la pre-
sidn arterial (PA). Se analizd su relacién con
modificaciones de la produccién vascular y re
nal de PGE,; durante el ciclo estral (CE).

Se usaron ratas Sprague-Dawley adultas normo
tensas (RNT, n=10) e hipertensas experimenta-
les (RHE, n=10). E1 CE se controld por anili-
sis citoldgico vaginal diario. La hiperten-
sién se indujo segfin modelo descrito como
Golblat 1 (1 pinza, 1 rifién). La PA se midié
cada dia en la cola, por método indirecto. La
concentracién de PGE, vascular y renal se de-
terminé por RIA, previa extraccibn de los &ci-
dos lipidicos y separacibn cromatogrifica de
PG.

Los resultados demuestran que la PA disminuye
durante la fase de estro del CE de RNT y RHE
(p < 0.05). En este mismo periodo se observa
aumento plasmitico'y renal de PGE; (p < 0.001).
Este estudio sugiere que durante el CE de la
rata se producirian cambios de produccién PGE,
renal y vascular como respuesta compensatoria
a modificaciones de la PA.

(Financiado por Proyecto 1131, FONDECYT).
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HIBRIDIZACION IN SITU: ESTANDARIZACION DE UNA TECNICA
NO-ISOTOPICA. {In situ hybridization: standardization
of a non-isotopic technic). Yulis, C. y Lederis, K. Ins
tituto de Histologfa y Patologfa, Pacultad de Medicina,
Universidad Austral de Chile y Department of
Pharmacoclogy and Therapeutics, Faculty of Medicine,
University of Calgary.

Se desarrolld un método de hibridizacidn in situ
con el objetivo de localizar mRNAs para arginina vaso-
tocina (AVT) y urotensina II (UII). Cortes de tejido
nervioso de dos especies de peces (Catostomus commerso-
ni y Carassius auratus), incluido en parafina, fueron
incubados con sondas de oligodeoxinucledtidos sintéti-
cos complementarias a regiones de mRNAs que codifican
para precursores de AVT y UII. Las sondas fueron marca-
das con Qeoxinucledtidos biotinilados (Bio-11~dUTP y
Bio-16-dUTP), usando una enzima transferasa terminal.
Se analizaron los efectos de las siguientes variables
sobre la sensibilidad y especificidad del método:

1) mezclas fijadoras (Bouin, Zamboni, Zamboni-0.5% glu-
taraldehido y paraformaldehfdo 4%); 2) tiempo de diges
tidn enzimdtica de los cortes (Proteinasa K); 3) con-
centracidn de la sonda; 4) temperatura y tiempo de in-
cubacién en la mezcla de hibridizacidn y lavados subse
cuentes; y 5) métodos de deteccién de la sonda biotini
lada. Se obtuvo resultados de hibridizacién positivos
con ambas sondas, en tiempos relativamente cortos de
reaccién (24 horas en total). Los fijadores mis apro-
piados fueron Bouin y Zamboni. El elevado nivel Qe re-
solucidn, sensibilidad y especificidad obtenidos, aso-
ciado a la ventaja de poder efectuar inmunocitoquimica
en cortes adyacentes, indican que técnicas no-isotdpi
cas pueden ser empleadas exitosamente en la deteccidn
de mRNAS en neuronas neurosecretorias.

Financiado por proyectos §-89-01 D.I. U.A.Ch.,
Fondecyt 88-0890 y Medical Research Council,
Canadi.

REPARAC 10N s EFECTO DE CAFEIMA, NICOTINAMIDA E INHIBI
DORES DE BIOSINTESIS DE PROTEINAS SOBRE EL DARO CROMOSO
MICO INDUCIDO POR RAYOS X. (G, repair: Effect of caffei
ne, niacinamide and protein synthesis inhibitors ,on X-
ray- indu chromosome damage). Zamorano-Ponce,E’ y L6
pez-Saéz,J”.

1. Laboratorio Citogenética, U.del Bfo-Bfo, Campus Chi-
114n, Casilla 447 Chilisn - Chile.

2. C.1.B., VelSzquez thh, Madrid 28006 - Espafia.

En el presente trabajo se analiz6 la reparacién G, en
células proliferantes de Spices radiculares de A?Ilum
cepa.

Nuestros resultados indican que la exposicién de las cé
tulas meristemdticas a rayos X conlleva a 1la induccién
de parada G, y de aberraciones cromosémicas. La cafef-
na fue Capé% de potenciar las aberraciones cromosémicas
inducidas por rayos X lo que fue acompaiiado de una can-
celacién de la parada G,. Este fendmeno es eficiente-

mente anulado por la présencia de emetina, anisomicina

y cicloheximida. La nicotinamida, revierte parcialmen-
te la parada G, inducida por el clastégeno, disminuye

la frecuencia ae aberraciones cromosémicas y revierte
ademds la accibn potenciadora de aberraciones cromosémi
cas de la cafefna.

Estos resultados apoyan la hip6tesis de la existencia

de un mecanismo de reparacién G, que comprenderfa dos

vfas cooperativas cuales son: L; parada G,, que depende
de la presencia de lesiones en el DNA y 18s mecanismos

biosintéticos de reparacion de DNA encargados de la eli
minacién del dafio y restauracién de 1a estructura nati-
va antes de) desarrollo de la mitosis.

Trabajo financiado parcialmente por proyecto 89-3114 de
1a Universidad del Bio-Bfo.
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REGULACION DEL GEN DE CADENA LIVIANA DE LA MIOSINA
CARDIACA DE POLLO POR EL ONCOGEN c-fos. (c-fos
(Regulation of the chicken cardiac myosin light chain
gene) 2Mascarefo, *Martin

* M.A.Q0. Instituto de Bioquimica, Fac. de
Ciencias, Universidad Austral, valdivia. fAnatomy and
Cell Biology Department, SUNY-HSC, BROOKLYN, N.Y.,
U.S.A.

La diferenciacién de 1las células musculares
cardiacas de pollo es un sistema muy ventajoso para el
estudio de induccién de genes embrionarios. En etapas
telﬁranas del desarrollo, 24 horas después del inicio
de la segmentacién del huevo, las células presuntivas
cardiacas ya estdn programadas para diferenciarse a
mioblastos cardiacos, atm cuando fenotipicamente son
indistinguibles :;:gecto al resto de las células. Hemos
aislado y determinado la secuencia del gen de la cadena
liviana fosforilable de la miosina, MLC2. Su promotor
fue identificado por mapeo con nucleasa S1 y ensayos
de expresién transientes en cultivos primarios y
establecidos de células cardiacas. Anélisis
computacional de la regién 5'-nocodificante indica la
presencia de elementos CAT y TATA y de secuencias
conservadas que son reconocidas por proteinas
reguladoras de transcripcién tales como hsp 70, SPl y
AP-1 entre otras. Estos elementos requladores forman
también parte del promotor de c-fos, el cual es
inhibido por retroinhibicién. Por tanto, a objeto de
determinar si la oncoproteina c-fos ejerce alguna
actividad reguladora sobre la expresién del gen para
MLC2, hemos hecho transfecciones triples de células
cardiacas en cultivo primario con los plasmidios gue
expresan cloranfenicol acetil transferasa (CAT)
controlada por el promotor de MLC2, la proteina c-fos
controlada por su mismo promotor y luciferasa requlada
por el promotor de 8V40. La sobreproduccién de 1la
oncoprptefina se determiné por ensayos de Western
revelados con anticuerpos wmonoclonales antic-fos
marcados con 32°]., Los resultados indican que el
producto de c-fos interactuarfa con la regién 5' del
gen MLC2 inhibiendo su actividad promotora y por tanto
bloqueando la produccién de CAT. Se discute la probable
i licancia de oncog en pr de diferenciacién
celular.

APLICACION DE LAS CRIOTECNICAS AL ESTUDIO DEL NUCLEO
CELULAR EN PLANTAS (Cryotechniques application to the
study of the plant cell nucleus). Risuefio, M.C.,
Testillano, P.S., Sénchez-Pina, M.A., y Olmedilla, A.
Tentro de Investigaciones ologicas™ (C.S.1.C.7.
Veldzquez, 144, 28006 Madrid.

El avance en el estudio del nicleo celular
requiere la aplicacion de nuevas técnicas que preser-
ven la célula en un estado fisico-quimico mis cercano
al fisiolégico en relacidn a las técnicas conven-
cionales de preparacion de muestras para microscopfa
electronica. En este campo las criotécnicas consti-
tuyen un conjunto de métodos en los que el material
bioldgico es fijado y procesado a bajas temperaturas.

Los criométodos evitan la desnaturalizacién de las
macromoléculas reactivas que puede ocurrir durante la
polimerizacién de resinas a altas temperaturas,
asimismo reducen la movilidad de elementos entre los
compartimentos celulares y permiten una buena
preservacion ultraestructural, por tanto son muy
adecuados para estudios inmunocitoquimicos, autorra-~
diograficos, microanaliticos y ultraestructurales.

Tras una criofijacion rdpida del material se puede
realizar una criosustitucion e inclusién en resinas
tipo Lowicryl para estudios microanaliticos, inmunoci-
toquimicos y autorradiogrdficos; o bien obtener crio-
secciones que por la ausencia de medios de inclusidn
presentan una .gran reactividad quimica resultando muy
Gtiles ademds para estudios de hibridacidn .in aitu.

E1 empleo de estas técnicas nos ha permitido la
localizacion en meristemos de raiz y granos de polen
en desarrollo de: elementos en diferentes compar-
timentos nucleares por microandlisis de rayos X, asi
como proteinas nucleares mediante inmunofluorescencia
e inmunomarcado con oro coloidal.

El desarrollo de las criotécnicas permite un nuevo
abordaje en el estudio de 1la relacién estructyra-
funcién-composicion del nicleo celular.
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EXPRESION DEL PROGRAMA GENETICO DEL DESARROLLO Y
EVOLUCION DE ROEDORES CHILENOS. (Expression of the
developmenta) genetic progras and the evolution Iin
chilean rodent).Zulst Depto. Aculcultura,
Inst, Prof. de Osorno (Patrocinio: A.E. Spotorno).

La ontogenla puede conslderarse como una suces!én
temporal de fenotipos genetlcamente programada. Dicha
secuencia puede expresarse regularmente en el
desarrollo, o modificarse cuando algun gene clave es
modl ficado por mutaclén y fijado en una linea
filetica. En Abrothrix longlpllis, la simplificacion y
retraso en la osificaclén del baculo peneano, Junto
con la escasa divergencia cromosdmica y alélica
alcanzada respecto a sus congéneres, sugleren camblos
temporales en el programa genetico con efectos
notables sobre las trayectorias ontogenéticas de
varlos organos. Este trabajo describe )as secuencias
de osiflcaciony crecimiento normal y experimental de
algunos rgedores chilenos y de laboratorio.

En todas las especies, Jos primeros centros
osteogénlcos aparecen en la dldfisls de metacarpos y
falanges. La osificacion se completa a los S dias
postnatal en A, andinus, A. ollvaceus,

y Mus. En camblo, en hamster y lopaipills la
osificaci6n alcanza un 80% a los 15 dias. La
administracién de clproterona a 3-5 dias en longipilis
y Mus, modifica el desarrollo del peso corporal y de
varios organos: glandulas accesorias, rition, tipo y
distribucion del pelaje. Dichos efectos son
permanentes aun con administracion de testosterona a
los 20 dias postnatal.

Los datos suglieren disoclacion temporal por
pedamorfosis en las trayectorias ontogenéticas de
longipllis, las cuales estarfan reguladas por una
descarga de testosterona neonatal, que coatrola la
diferenciacion del baculo peneano y de otros organcs
funclonaimente integrados en una red de sefiales
inductivas. .

Fondecyt 88-1013 y DTI B2689-8743 U. Chlle.

ADMINISTRACION DE ESTRADIOL EVITA EL "ESCAPE" DE
ALDOSTERONA. Estrogen admimistration and the avoidance
of aldosterome "escape™. Valenzuela, G.J., Hewitt C.W.
y Longo L.D. Division of Perinatal Biology, Loma Lindd
University.

Aduministracifn de estradiol produce retencifn de
11quido y aumento de aldosterona. La administracion
cfonica de aldosterona csusa un fenSmeno de "escape”,
caracterizado por retencifn transitoria de 1fquido (3
dfss), ¢ hipertension arterial. En el embarazo, las
comcentraciones de aldoaterona son altas sin que se
produzca "escspe”. Investigamos si estradiol evita el
"escape” de aldosterona. Administramos aldosterona (14
ug/kg/d) o aldosterona + estradiol (30 ug/kg/d) por
medio de bombas osmSticas, a conejas cateterizadas en
forma cronica (n=11). Medimos volumen sanguineo,
presiones arterial y vemosa, frecuencia cardfaca, y
concentracifn de aldosterona y estradiol, durante
tiempo control y a los 3 dfas de tratamiento.
Encontramos, en el grupo aldosterona, 182 de aumento en
presifn arterisl, sin cambios en volumen sangufnes.
En contraste, el grupo aldosterona + estradiol,
experiment$ una disminuciSn de un 16X de la presibn
arterial, o de la fr ia cardfaca, y un 26%
aumento del volumen sangufneo. La concentracisn de
aldosterona en plasma fue semejante para los dos grupos
de animales.

Conclufmos que la administracion de estradiol evitd
el "escape" de aldosterona. Estos resultados son
compatible con experimentos en que se evita el
"escape" de aldosterona manteniendo la presifn de la
arteria renal baja (Hall, 1984), por un mecanismo de
"auto control” (un globo alrededor de la asorts
conectado a un computador para su regulacibn).
Nuestros resultados muestran una manera fisiolSgica de
evitar "escape", y pueden ser importantes para entender
la retencifn de 1fquido durante el embarazo.
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Las Transferpettes® 8 y 12 de BRAND. Ponemos algo com-

pletamente nuevo en su mano, Con ellas, manipulard todo
mejor,

Con elias raramente
o nunca errard. Todos los
controles de funciones es-
tén situados de tal modo
que no pueden ser con-
fundidos. Se operan con
una sola mano —aun con
la izquierda.

Experimente cuan
atil pueds ser un buen
disefio. Lasnuevas Trans-
ferpettes 8 y 12 de
BRAND son ergondémicas
y testificables. Alguna ra-
z6n debe haber existido
para que el Centro de
Disefios de Stuttgart ga-
lardonara a BRAND por
el disefio de las Trans-
ferpettes. AGn mas, son
mas livianas que otras
pipetas multicanales.

Las puntas se aco-
plan herméticamente. Si
las puntas de pipetas no
fijan con seguridad, nin-
guna medicidn serd co-
rrecta. Por ello se ha
provisto a cada vdstago
de un anillo sellante de
Viton. El esfuerzo des-
plegado en el disefio es
su ganancia.

Una tecnologia re-
sultante en mediciones
mis precisas y segurss.
Cada canal de succién de

Representante para Chile:

ul 1 y Cin.lidn.
a
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