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ESTRUCTURA Y EXPRESION DE GENES

SEASONAL ACCLINATIZATION OF THE CARP  FISH. 18
DIFFERENTIAL BENE EXPRESSION PART OF THE ADAPTATIVE
RESPONSE? (Aclimatacién estacional de la carpa. éla
respuesta adaptativa ieplica expresién  génica
diferencial?). Krauskopf, M,, Aathauer, R., Goicoechea,
0., Ledn, 6., ORate, S., Vera, N.l. and Villanueva, J.
Instituto de Bioquimica and Instituto de Esdbrieclogia,
Universidad Austral de Chile, Valdivia, Chile.

Eurythermal fishes sxposed to seasonal tesperature
variations adapt physiologically by wseans of
compensatory responses. A priae amschanisa wunderlying
the compensatary strategies say be found at the level of
the gene expression process.

We have studied the gene expression behaviour
during the acclisatization of the fish Cyprinmus carpio.
Ultrastructural observations of liver cells show that
cold adaptation leads to a classic segregation of the
nucleoclar cosponents suggesting that RNA pol 1
transcription is seriogusly affected. Susaer carp
isolated hepatocytes are clearly more active in RNA and

protein synthesis when compared to liver cells isolated
from winter fish. In addition, transcription in the
cold season is repressed beyond the level expected

solely froa a decrease in teaperature ( Q,0). More than
just RNA pol 1 medizted transcription could be invalved
in the physialogical adjustment required in connaction
with the asbisnt teaperature. Thus, changes in the tRNA
population occur upon a3cclimatization. Furthermore,
expression of albumin appears ta be also affected,
suggesting that indeed, diferential gene transcription
constitutes part of the compensatory response towards
the teaperature changes. Construction of wmolecular

probes, as well as cytochsaical and iesunchistochemical
analyses are being currently used to asses these
observations. The involveaent of mitochondrial genomic

activity is also being studied using carp atDNA prabes
and RNase-gold complexes.Supported by grants +roa DID
UACH RSB3-52, FONDECYT 1042/85 and Graduate Progras
project of DAS.

REGULATION OF EUKARYOTIC GENE EXPRESSION BY
cAMP. H. Miller, D. Schlichter, J. Williams
and W.D. Wicks, Departument of Biochemistry,
University of Tennessee. Knoxville, TN 37996-
0840 USA.

Transfection experiments have shown that
the regulatory element in three genes subject
to control by cAMP in animal cells is present
in the 5' flanking region just upstream from
the promoter. A consensus 12bp sequence lies in
the middle of the regulatory region and is also
present in other genes subject to control by
cAMP. We have examined the ability of nuclear
extracts from the livers of cAMP-treated and
control rats to bind to restriction fragments
from various regions of one of these genes,
which encodes hepatic PEP carboxykinase(PEPCK).
High affinity,protein dependent, specific bin-
ding was detected by nitrocellulose filtration
of end-labeled fragments containing the putati-
ve regulatory element with extracts from cAMP-
treated rats which was several times that ob-
served with control extracts. A synthetic SOmer
containing the consensus region exhibited simi-
lar differential binding with the nuclear ex-
tracts which could be competed away by unlabe-
led restriction fragments containing the regu-
latory region but not by those which did not.

The factor(s) present in the treated ex-
tracts was found to protect G residues in a
193BP PEPCK fragment from attack by dimenthyl
sulfate just upstream from the regulatory re-
gion. This region has been reported to be cru-
cial for cAMP control in transfection studies
with somatostatin and proenkephalin,consistent
with a possible role for the factor we have
identified.

Supported by NIH Grant GM 31538,

Coordinador: Manuel Krauskopf

THE STRUCTURE AND EVOLUTION OF VERTEBRATE PROTAMINES.
Krawetz, S.A.*, Connor, W. and Dixon, G.H., Department

of Medical Biochemistry, Faculty of Medicine, University
of Calgary, Calgary, Alberta  T2N 4Nl Canada.

A bull Pl protamine cDNA from a bull testis cDNA
library has been isolated utilizing a series of oligo-
nucleotide probes. Sequence analysis showed that the
cloned mRNA insert extended 317 bp to the poly A tail.
Within a 156 bp segment the 51 residue 6750 dalton pro-
tamine primary translated protein is encoded. The
amino acid sequence coded was for a protamine of the Pl
family and is homologous with Pl protamines of other
mammalian sperms. The sequence differs from that pre-
viously reported for bull protamine Pl by the insertion
of a tripeptide CRR at pos. 39-41. Consistent with a
previous hybridization analysis, nucleotide sequence
comparisons showed that trout protamine was more close—
ly related to that of bull than mouse. However, the
bull protamine Pl showed greatest sequence homology
with mouse Pl. A common nucleotide sequence of 30 bp
is conserved between all three of these species.

Primer extension analysis revealed that, as with
trout protamine mRNAs, the majority of the untranslated
portion of the mRNA lies 3' to the coding segment. Com-
parisons of their mRNA secondary structures by computer
modelling indicates that the mRNAs may fold back onto
themselves producing similar, extensively hydrogen bond-
ed, convoluted forms. These models support the view
that translational regulation of protamine mRNA may be,
partially, dependent on secondary structure. Southern
analysis suggests that the bull protamine Pl gene is
not sex-linked and is present as one (or relatively few)
copy within the bovine genome.

(This work was supported by an M.,R.C, operating grant
to G.H.D. *S,A.K. is an AHFMR post—doctoral fellow.)

a~-TROPOMYOSIN GENE ORGANIZATION: ALTERNATIVE SPLICING
OF DUPLICATED "ISOTYPE-~SWITCH EXONS" ACCOUNT FOR THE
PRODUCTION QF SMOOTH AND STRIATER MUSGLE ISOFORMS.
Ruiz-Opazo, N. and Nadal-Ginard, 'B. Section of Mole-~
ular Genetlics, Boston University Medical School and
Dept. of Cardiology, Harvard Medical School, Boston,
MA USA
a-tropomyosin (a-TM) is composed of two subunits with

approximate MW of 33,000 daltons each. This protein in
conjunction with the troponin complex plays a central
role in the Ca” -dependent regulation of muscle contrac-
tion. We have previously isolated and characterized
cloned complementary DNAs (cDNAs) for striated and
smooth muscle a-tropomyosin. These studies suggested
that these two isoforms might be encoded by the same
gene. Here we have determined the complete structure
of the a-tropomyosin (z-TM) gene, establishing that

a single gene with a sequence complexity of 28kb
produces the smooth and striated muscle a-TM mRNA iso-
forms by differential splicing of a set of exchangeable
"isotype-switch exons" involving alternative splicing
pathways. The elucidation of the intron/exon organiza-
tion of a-TM has revealed its evolutionary origin from
a single ancestral gene encoding a discrete actin
binding domain. Most interestingly, the examination

of the intronic sequences has uncovered potential
alternative intramolecular secondary structures (hair-
pin-loop structures) which might be involved in the
tissue-specific expression of the duplicated and
mutually exclusive a-TM "isotype-switch exons.”
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BIOQUIMICA DEL CITOCROMO P-450 Y “STRESS” OXIDATIVO

QUIMIOLUMINISCENCIA DE ORGANOS DE MAMIFEROS (Chemilumi-
nescence of mammalian organs). Boveris, A.

Instituto de Quimica y Fisicoquimica Bioldgicas, Facul-
tad de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos Ai-
res, Argentina.

Los $rganos de mamiferos in gitu presentan una emisién
espont#nea medible gon equipamiento adecuado; esta es,
expresada en cps/cm”; higado, 24 + 2; pulmbn, 12 + &;
cerebro, 60 + 8; nﬁuculo, 13 + 1' e intestino, L1 + 3.
Esta emiliSn refleja el estado estacionario de oxy-radi-
cales del tipo ROO'., Estos radicales originan en reac-
ciones de terminacifn una serie de especies excitadas
entre los que se cuentan '0; y compuestos carbonilicos.
El espectro de emisifn muestra un predominio (>85%) a
longitudes de onda mayores Tue 600 nm, consistente con
la emisifn dimolecular del 0,. La administracisn in yi
vo de DABCO produce un aumento de la emisifn,es depeu—
diente de oxfgeno y se extingue en anoxia; aumenta en
hiperoxia y por administracién de drogas formadoras de
radicales de carbono (Cl4C). El aumento in vivo de la
generacidn de radicales 02 (2) por autocoxidacidn del
wetil viologeno,(b) por activacifn de la xantinoc oxidasa
llevan a aumento de la emisifn, La administracibm previa
de pustancias antioxidantes tipo viteminas A y E o poli-
fenoles disminuye la emisifn iniciada por Cl4C. La defi
ciencia doble en vitamina E y selenio depleciona (90%)
de actividad de glutation peroxidasa del hfgado y causa
aumento de emisiSn y posterior reaccin. Se concluye

que los productos de la reducciBn parcial del oxigeno
producen in vivo centros de reaccifn (radicales libres)
del oxigeno y del carbono que llevan a la formacidn de
compuestos peroxilos y de compuestos excitados. El esta
do estacionario de centros de reaccifn de carbono parece
regulado por el nivel de antioxidantes del tejido.

Con Subsidios de CONICET, SECYT y UBA.

CYTOCHROME P-450 SPIN STATE: REGUL ATION AND
FUNCTIONAL SIGNIFICANCE. G.G. Gibson. Department
of Biochemistry, Division of Pharmacology & Toxicology,
University of Surrey, Guildford, GU2 5XH, England.

Cytochrome P-450 exists as an equilibrium mixture of both
low and high spin forms, the relative amounts of which are
controlled by both membrane components and substrates.
Data will be presented demonstrating - that liver
microsomal cytochrome b.specifically interacts with a
purified phenobarbital-induéed isoenzyme of cytochrome
P-450, forming a tight 1:1 complex (K , = 275nM) in which
the proportion of high spin haemoprotein was increased
from 7 to 30%. This specific interaction between the two
haemoproteins resulted in a decrease in the K, for the
substrate benzphetamine from 111pM to 40pM, q_lkew:se,
the presence of benzphetamine was shown to cause a
decrease in the K, for cytochrome b, binding tao
cytochrome P-450 frgm 275nM ta 90nM. “Furthermore,
from experiments correlating changes in the rate of first
electron reduction (fast phase) with the spin state of the
haem-iron existing at pre-equilibrium, data will be
presented consistent with a model for spin state control of
cytochrome P-450 reduction wherein the high spin form is
preferentially reduced. The above results will be discussed
in terms of the regulation and functional significance of
the cytochrome P-450 spin state.

Coordinador: Lionel Gil

CYTOCHROME  P-450  CATALYZED  BIOACTIVATION OF
ARACHIDONIC ACID (Rol del citocromo P-450 en 1la
bioactivacion del acido araquidonico). Capdevila
J., Snyder, G.D. and Falck, J.R. Departments of
§1'ocﬁem£lstry, Physiology and Molecular Genetics,
UTHSCD, Dallas, Texas 75235 USA.

Microsomal Cytochrome P-450 actively catalyzes
the oxygenated metabolism of arachidonic acid to
generate products that 1include six isometric
cis/trans dienols (HETEs), four regioisomeric
epoxyacids {EETs) as wel) as the corresponding 19
and 20 monohydroxy derfvatives. Reconstitution of
the oxygenase utilizing solubilized and purified
components demonstrates a cytochrome  P-450
isoenzyme regio specific oxygen insertion,

In addition to their vasoactive properties,
the “Epoxygenase" products 5,6-; 8,0-; 11,12- and
14,15-epoxyeicosatrienoic acids are potent and
selective in vitro stimuli for the release of
several peptide hormones such as for ex.
luteinizing hormone, growth hormone, vasopresin,
insulin and glucagon.

Utilizing a combination of GC/MS techniques we
have documented the presence of epoxyacids 1in
samples extracted and purified from rat 1liver,
kidney, brain and pituitaries thus establishing the
Epoxygenase as a new member of the Arachidonate
Cascade.

REGIO AND STEREOSELECTIVITY OF STEROID HYDROXYLATIONS
CATALIZED BY CYTOCHROME P-450 MONOOXYGENASES (Regio y Es
tereoselectividad en las Hidroxilaciones de esteroides
catalizadas por el sistema Citocromo P-450 Monooxigenasas
Gil,L.; Orellana,M. and Valdés,E. Departamento de Bio -
qufmica,Facultad de Medicina,Universidad de Chile.

The wide versatility of the P-450 monooxygenases system
in hydroxylating endogenous and exogenous substrates,
results from the presence of multiple forms of P-450
isozymes.Testosterone (T) is hydroxylated by rat liver
P-450 mainly to positions 2a,68,7x,16a and 178,and
Androstenedione(A) to positions 28,6B8,7c and 16a. Some
of these hydroxylatiaons are catalized by specific P-450
isozymes,thus the identification of some steroid
metabolites is an excellent tool to establish P-450
isozymes contributions to microsomal activities in
different tissues. We have recently published an HPLC
method to quantify the main products of P-450 catalized
(T) oxidations {Analitical Letters 17,883-889,1984). We
have used this method to study the influence of sex and
nutritional status in the expression of (T)and(A) micro-
somal hydroxylases in rat liver. No significant
differences have been found between males and females in
total (T) oxidative activity, but large differences in
the expression of some regio and stereoselective
hydroxylases were observed. Nutritional status effects
deeply total (T) oxidative activity as well as the
expression of some but not all hydroxylases. 7a steroid
hydroxylase (P-450a) which is not modified by nutritional
status might play a key role in the metabolism of
physiological P-450 substrates. These results suggest
that sex and nutritional condition modify the proportion
of some P-450 isozymes in the liver, which might explain
the differences in the activity of some steroid
hydroxylases.
Supported by proyect B: 1970-8635, DIB,U.de Chile and
8025 FONDECYT.
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SOBRE LOS MECANISMOS DE HEPATOTOXICIDAD DEL LINDANC
(On the mechanisms of lindane hepatotoxicity).

Junqueira, V.B.C.", Barros, §.B.M.
Videla, L.A.

* Instituto de Quimica y **Faculdade de Cidncias Far
machtich* Universidade de S3o Paulo, Sao Paulo, )
Brasil. Facultad de Medicina, Universidad de Chile,
Santiago, Chile.

, Simizu, K.* y

Lindane, a pesticide widely used in Brazil, is
metabolized by smooth endoplasmic reticulum cytochrome
P45p-system and is able to induce the synthesis of
enzymes linked to the metabolism of xenobiotc and
endogenous substances. After acute treatment of rats
with lindane, liver steatosis have been observed. This
morphological change seems to be related with lipid
peroxidation, which is proposed as a mechanism to
explain other tissue injuries. Indeed, increased
amounts of liver cytochrome P,5q, as well as, increased
generation of superoxide anion by liver microsomes
were measured and can be associated to the high
levels of hepatic lipid peroxidation. Also, in the
liver of these animals, the activities of superoxide
dismutase and catalase are decreased. This fact can
contribute to exacerbate lipid peroxidatiom, in
addition to the enhanced capacity of the liver to
generate superoxide anion. The glutathione status of
hepatocytes is also altered by lindane as
demonstrated by the increased hepatic and biliary
content of GSSG, with consequent decrease of
cellular and biliary GSH/GSSG ratios. We suggest that
lindane treatment of rats, leads to an oxidative
stress in the liver which can not be overpassed by
the common cellular defense mechanisms.

INFLUENCIA DE LA EDAD SOBRE LOS CAMBIOS EN LIPO
PEROXIDACION (LP) HEPATICA INDUCIDOS POR LA IN-
GESTA AGUDA DE ETANOL (E) EN RATAS. (Age-depen-
dent changes in rat liver lipid peroxidation in
duced by acute ethanol ingestion). VIDELA,L.A.
Unidad de Bioqufmica,Dept.Ciencias Bioldgicas,
Fac.Med.Div.Occidente,Universidad de Chile.
Acute E ingestion is able to induce LP in
the liver of experimental animals. This effect
of E has been shown to be influenced by fasting
GSH depletion,iron overload,previous chronic E
intake and treatment with antioxidants, and
could also be affected by aging in which a free
radical reaction mechanism seems to be involved.
The study of the influence of the age of
the animals (13-53 weeks) on total liver thio-
barbituric acid reactive substances (TBAR) con-
tent showed an increase which is maximal in
rats of 39 weeks of age,followed by a diminu-
tion in the 53 weeks o0ld group, compared to
young animals (13 weeks). In this situation,the
content of hepatic GSH was decreased with aging
while that of GSSG was enhanced in the oldest
group studied. Acute E treatment (5 g/kg for 6
hr) resulted in a marked increase in liver TBAR
in young animals, together with a decline in
GSH content and an enhancement in GSSG. These
changes elicited by E were reduced with aging.
It is suggested that E-induced oxidative stress
in the liver is diminished with aging despite
the progressive decrease in glutathione content
observed in control animals, probably due to a
diminution in the total oxidative activity of
the tissue. In fact, in vivo E metabolism,total
activity of alcohol dehydrogenase and microso-
mal E oxidation declined with age,concomitantly
with a reduction in cytochrome P-450 content
and microsomal functions related to oxidative
free radical reactions (DIB,U.de Chile,B-1860).
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FLAVONOIDS AS CYTOPROTECTIVE AGENTS AGAINST OXIDATIVE
STRESS: EFFECT OF SILYBIN DIHEMISUCCINATE ON LIVER LIPID
PEROXIDATION. Alfonso Valenzuela. Lab. Bioquimica Farma-
coldgica, INTA. Universidad de Chile.

Silybin dihemisuccinate is a water soluble form of
silymarin, a flavonoid extracted from the milk thistle
Silybum Marianum. Silybin has been proved to be an effec-
tive protective agent against the hepatotoxicity of
phalloidin, a-amanitin and carbon tetrachloride. Although
the protective mechanism of the flavonoid has not been
elucidated, it is generally accepted that exerts a mem-
brane stabilizing action preventing or inhibiting lipid
peroxidation. Phenylhydrazine has been known as a
hemolytic and hepatotoxic agent capable of inhibit the
function of liver microsomal cytochrome P-450 inducing
1ipid peroxidation. A single intraperitoneal dose of
silybin dihemisuccinate protects against glutathione
depletion and 1ipid peroxidation induced by the hydra-
zine on a hemoglobin-free rat liver perfusion system,

Liver microsomes are highly sensitive to 1ipid pe-
roxidation when are incubated in the presence of NADPH
and Fe2+-ADP or t-butyl hydroperoxide. In this situation,
the addition of different concentrations of silybin di-
hemisuccinate to microsomes caE+1nh'ibit only 1ipid pe-
roxidation induced by NADPH-Fe<” -ADP, assessed as oxygen
consumption, spontaneous chemiluminescence or malondial-
dehide formation. The Tow inhibitory effect of the fla~
vonoid observed in the t-buty] hydroperoxide induced pe-
roxidation may be explained by the difference in the
free radical species produced during microsomal 1ipid
peroxidation. It is postulated that silybin acts directly
by trapping -OH radicals formed during NADPH-Fel+-ADP mi-
crosomal oxidation being uncapable of scavenge the t-
butoxy free radicals. These properties described for the
flavonoid may be the basis of many of its experimental
and therapeutical effects observed in the treatment of
many liver diseases, were oxidative stress in an impor-
tant component.

HS:pported by DIB. Grant B-2399-8613 and by Dr.Madaus
Co.
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METABOLISMO DE LIPIDOS

INFLUENCE OF BILE ACIDS ON CHOLESTEROL AND
TRIGLYCERIDE METABOLISM IN ISOLATED HEPATO-
CYTES.

Barth, C.A. and del Pozo, R., Institut fUr
Physiologie und Biochemie der Erndhrung,
Bundesanstalt fir Milchforschung, Kiel,
Germany.

In vivo evidence suggests a regulatory in-
fluence of bile acids on liver lipid dynamics.
However, only isolated liver cell systems
allow to determine whether these effects are
exerted by direct influence within the hepato-
cyte (or merely a reflection of interference
with intestinal lipid absorption).

Monolayer cultures proved to be particular-
ly suitable because kinetics and cell biology
of transcellular bile acid transport display
in vivo characteristics (P.N.A.S. (USA) 79,
4985-4987(1982)). 10 pM taurocholate inhibited
HMG-CoA reductase (E.C.1.1.1.34) completely
showing that there is a "direct intrahepatic"
regulation of sterol synthesis by bile acids.

Moreover, 50-150 pM taurocholate inhibited
very low density lipoprotein triglyceride se-

cretion from 30 to 87 % in freshly isolated he-

patocytes within 180 min. Data will be presen-

ted which strongly suggest an interference with
assembly and/or secretion of preformed lipopro-

tein particles. This effect caused by concen-
trations occurring physioclogically in the por-
tal vein, explains the hitherto poorly under-
stood reciprocal relation between bile acid
pool size and rate of secretion and concen-
tration of serum triglycerides.

DRROGAS HIFOLIFPIDEMIANTES, UNA NUEVA
HIFQTESIS SORRE SU MODD DE ACCION. (Hwgro-
liridemic druds. A new hwpothesis on their

mode of action’. RronfsansM. DNerartamento
de BRiologia Celularr Facultad de (iencias
Riolédicasy P.Universidad Catélica de Chile.
4 pesar de aue el clofibratea w sus
otras drodass hirolimi-
demiantes son amrlissente usados en clinicar
en la prevencién de la artericesclerosisy su
modo de acecidén no se conoce. Ararte de su
efecto hiroliridemiantes estos comruestos
rroducen tods una serie de efectos colate-
rales en animales de exrerimentaciéne los aue
inclusen heratomesalisy proliferacitn pero-
sisomal o efectos metabblicos varios.
fdeméss estos compuestos han sido mrosuestos
como un nuevo tiro de canceridencs auimicos.

andlodasy 3s1 como

Recientemente hemos podido demostrar aue
tres drogass hiroliridemiantess el clofibrato
v dos de sus analodoss son activados &
acil-Coenzimo A ticésteres tanto POFP
fracciones microsomales de hidado de rata,
como POr acil~coenzimo A sintetasa srurificadas
a partir de esa fraccitn subcelulars w aue
estos derivados son formados in vivo ror el
hidado. Estos hecho nos ha llevado a
Proroner aue 13 activacién de estas drodas 3
acil~coenzimo A derivados seria 1a etars
fundamental en la accién de estos cosruestos.
En esta exrosicidns se resumirdn las srin-
cirales evidencias exrerimentales aue arowan
esta hirbtesiss aue rermitirfa explicary
simultaneamentes los diversos u disftmiles
efectos metabbdlicos de las drodgas hiroli-
ridemiantes,

{Financiedo por prowecto DRIUC B2/864)

Coordinador: Flavio Nervi

EFECTO DE LOS ACIDOS GRASOS SOBRE LAS PROPIE-
DADES FISICAS DE LAS MEMBRANAS Y LA CINETICA
ENZIMATICA. (Effect of fatty acids on the physical
properties of membranes and the enzyme kinetics).
Brenner, R.R., Soulages, J.L. and Castuma, C.E.

Instituto de Investigactones Biloquimicas de La Plata
(INIBIOLP), UNLP-CONICET, Fac.de Cs.Mé&dicas, Universi-
dad Nac.de La Plata, La Plata, Argentina.

Usando como modelo a la membrana del reticulo
endoplismico del higado de cobaya, se trat§ de investigar
la relaci6bn existente entre la composicién de los S&cidos
grasos de los fosfollpidos constituyentes, las propiedades
dinfimicas y estructurales de los mismos en la membrana
y la cinética de la UDP-glucuronil transferasa. La
modificacibn de la composicibn de los #cidos grasos
se realiz6 con una dieta carente de grasa. Las propiedades
fisicas de la membrana y sus llpidos fueron monitoreadas
midiendo la anisotropfa de fluorescencia del difenilhexa-
trieno, y la polarizacibn de fluorescencia del &cido
parinfrico. En clertos experimentos se usd membranas
microsomales y en otros retfculo endoplfsmico rugoso.
Se observé que la dieta deficiente en grasas modificé
la proporcién relativa de #cidos no saturados y saturados
disminuyendo el araquidénico y el linoleico e incrementando
el oleico. E! fndice de dobles ligaduras fue disminuyendo
pero no se alter6 la proporcibn relativa de los diversos
fosfolfpidos y el colesterol. Los cambios de composicién
fueron acompafiados por disminucién de la difusidn
rotacional y lateral de las membranas y sus Ifpidos.
Correlativamente con  estos resultados la cinética
de la UDP-glucuronil transferasa fue modificada de
no micaeliana a micaeliana, los Kms de las reacciones
componentes fueron aumentados y la velocidad méaxima
disminutlda. En consecuencia la composicién de los &cidos
grasos de la dieta influye en la composicién quimica
del retfculo endoplismico modificando las propiedades
fisicas de la membrana y alterando la cinética de
sus enzimas.

INTERACCION DE PEROXISOMAS Y MITOCONDRIAS EN LA OXIDA-
CiON DE ACIDOS GRASOS EN HEPATOCITOS.
(Peroxisome-mitochondria interaction in fatty acid
oxidation by hepatocytes). Leighton, F., Nicovani, S.,
Manzano, M., Soto, U. y Necochea, C. Departamento de
Biologfa Celular, Universidad CatSlica de Chile, Casi-
11a 114-p, Santiago, Chile.

Existe un nimero creciente de evidencias que sefialan
que los sistemas peroxisomal y mitocondrial interactian
en la oxidacidn de acidos grasos por hepatocitos., Esta
interaccién se observa en la cetogénesis mitocondrial

a partir de acetato y scidos grasos cortos de origen pe-
roxisomal. En el catabolismo peroxisomal de los dcidos
carboxflicos hidrofSbicos que las mitocondrias oxidan
mal, entre estos C22:1, Acidos saturados de cadena muy
larga y &cidos poliinsaturados. En la reoxidacién de
NADH producido en la oxidacidon peroxisomal. En la parti-
cipacién de la palmitoil-carnitina transferasa mitocon-
drial externa en la regulacidn de la funcién peroxisomal
y en la regulacién de la proliferacién peroxisomal indu-
cida por drogas y, finalmente, en el requisito de ATP
de origen mitocondrial para la oxidacién de &cidos gra-
S0s en peroxisomas.

Recientemente hemos establecido que la velocidad de
oxidacidn peroxisomal de &cidos grasos en hepatocitos
aislados depende del contenido en ATP de estas células.
Los inhibidores mitocondriales y otros que reducen los
niveles de ATP, reducen paralelamente la oxidacidn pero-
xisomal mientras que la oxidacién mitocondrial solo se
afecta en condiciones de reduccién severa. No est3 claro
a qué nivel se ejerce este efecto, pero las evidencias
experimentales descartan la activacidn de dcidos grasos.

Estas y otras observaciones indican que tal como se ha
establecido para otros aspectos del metabolismo en célu-
las vegetales, los peroxisomas interactlan con mitocon-
drias también en células animales.

Financiado por proyectos DIUC 79/86 y FONDECYT 1181/85.
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DETERMINANTES INTRAHEPATICOS DE LA EXCRECION BILIAR DE
COLESTEROL (Intrahepatic determinants of biliary choles
terol excretion). Nervi, F., Marinovi&, I., Rigovti, A.
y Ulloa, N. Departamento de Gastroenterologfa, Facultad
de Medicina, Pontificia Universidad Cat8lica de Chile.

El principal factor conocido capaz de modificar la ex
crecién biliar de colesterol (C) es el flujo biliar de
sales biliares. Estudios de este laboratorio han sugeri
do que la canalizacidn metab8lica del C libre a través
de las vias de almacensmiento (C ester) o de excrecifn
del hepatocito (C lipoprotefco, sintesis de sales bilia
res) determinan la cantidad de C disponible para ser ex
cretado a la bilis (B.B.A. 753:164, 83; J. Clin. Invest.
Th:2226, 8L). En este estudio hemos correlacionado las
excreciones biliar y sinusoidal de C en ratas macho Wis
tar alimentados con dietas que aumentan el C biliar
(Diosgenina 1%) o la produccidn. de lipoprotefna VLDL
(Fructosa 30%). Al agregar 30% Fructosa (Fr) a la diets
con 1% Diosgenina (D) el C biliar disminuyd de 595 a 169
nmoles/h/g (p<.00l). E1 flujo biliar, el débito de sales
biliares y el de fosfolfpidos no se modificaron. lLa se-
crecién sinusoidal de C lipoprotefco se estudi8 en el hf
gado aislado. La secrecidn de triglicérido en VLDL aumen
t8 de 95426 a L14+100 nmoles/h/g (p<.001) y la de C de
L7+9 a 90422 nmoles/h/g (p<.02) en ratas alimentadas con
D+Fr. Se aisld ademfs de los perfusados otra fraccién de
d>1.006 g/ml, la secrecidn de C de esta fraccién aumentd§
de 8L+19 a 209+32 nmoles/h/g (p<.001) en el grupo D+Fr.
La sfntesis de sales biliares se midid en los mismos gru
pos con la té€cnica de deplecién del pool de sales bilia-
res. Este par@metro no se modificd. Se concluye que la
canalizacidn metab8lica del C hepético a través de la
vfa lipoprotefca sinusoidal modifica marcadamente la ex—
crecidn biliar de C, independientemente de la excrecibn
de sales biliares. Se sugiere ademds que el pool hepato-
citario de C precursor del C de excrecidn lipoprotefca y
el de excrecién biliar estén metabSlicamente relaciona-
dos a diferencia del pool de C precursor de la sintesis
de sales biliares.
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MECANISMOS DE ACCION DE ENZIMAS:
METODOLOGIA CLASICA, DE FLUORESCENCIA Y NMR

ENZIMAS Y MODELOS QUIMICOS EN LA BIOSINTESIS
DE MONOTERPENOS CICLICOS(Enzymes and chemical
models in the bioaynthesis of monoterpenes).
Cori,0,; Portilla,G. y Rojas,M.C. Depto.Quimi-
ca, Fac, de Clencias, Univ. de Chile.

Las carbociclasas de Citrus limonum catali-
zan la sintesis de monoterpenos monociclicos
(Limoneno) y biciclicos ( y pineno)a partir
de geranilbifosfato(GPP), nerilbifosfato(NPP)
y linalilbifosfato{(LPP). Requieren cationes
bivalentes. 24 2+

Estos mismos cationes (Mn“ , Mg" ) catalizan

la solvélisis no enzimitica de estos tres subs-

tratos con formacién de prenoles e hidrocarbu-
ros ciclicog y aciclicos. El complejo bismeta-
lico (RPP-MZ) es el complejo mas reactivo. la
adicién de un nucleéfilo (N1N3)du lugar ademis
a la formacién de un azido-derivado. Cambios
en el grupo saliente indican un mecanismo de
pares ionicos (R*...OPOPOMZ).

En la formacién enzimatica de hidrocarburos
los unicos substratos son los complejos bisme-
télicos de GPP, NPP o LPP (RPP-M}).

Las carbociclasas forman solamente el hidro-

carburo monociclico limoneno a partir del enan

tiomero S del compuesto ciclico terpinilbifos-
fato. Esto demuestra que los terpenos bicicli-

cos (pinenos) se forman directamente por plega

miento de los precursores aciclicos, probable-
mente en una reaccidén concertada.

Se presentaran datos inéditos de M.Alarcédn y
V.Avalos. Financiado por DIB, Univ. de Chile y
FONDECYT, Chile.

METAL ION ACTIVATION AND ACTIVE SITE STRUCTURE OF YEAST
ENOLASE. Nowak, T.

Department of Cﬁemistry, University of Notre Dame,
U.S.A.

Enolase activation by Mn(Il1) and enolase binding
of Mn(II) and of 2-phosphoglycerate (2-PGA) using EPR
and proton relaxation rate enhancement (PRR) were
measured as a function of pH. At pH > 7.0 steady state
kinetics showed activation and metal inhibition. One
Mn(II) site per monomer was measured but in the
presence of 2-PGA, 3 binding sites are observed. Below
pH 6.6, Mn(I1) inhibition weakens and disappears and
only 2 Mn(11) binding sites are observed. The third
site must be inhibitory, Binding sites 1 (Kp=0.7-2.1
uM) and I1 (Kp=9-60 uM) are nearly pH independent from
pH 7.5 to 5.2, Activation by Mg(II) elicits a higher
V_ and has a greater K_' than with Mn(Il), Kinetics at
subsaturating Mg{I1) with the addition of micromolar
Mn{I1) shows a hyperbolic decrease in activity to yield
a specific activity as observed with only Mn(Il), An
EPR study shows only one Mn(II) site per monomer,
Kp=5.4 uM, in the presence of 2-PGA and 0.5 mM Mg(II),
PRR titration studies with 2-PGA or with inhibitors
indicate that the Mn(Il) binds at site I while Mg(II)
resides at site (II). Occupancy at site I, the
catalytic site, determines the turnover rate, Both 31p
and “H NMR studies of E.Mn.S and E+Mn.Mg.S complexes,
where S is substrate or inhibitor, confirm this,

The epoxide derivative of phosphoenolpyruvate
(PEP) was synthesized and found to be an inhibitor of
enolase but inhibition is reversed by hydrolysis at
room temperature, Kinetics of inhibition and product
identification are consistent with an active site
carboxylate. Treatment with the phosphate derivative
ferrate yields loss of activity with loss of 2 arg per
monomer, In the presence of 2-PGA only 1 arg is
lost. Binding studies of Mn({Il) and 2-PGA to modified
enolase suggest modification at the active site.

This research is supported by NIH Grant AM17049,

Coordinadores: Emilio Cardemil, Octavio Monasterio

ESTRUCTURA Y MECHANISMO DE LA ENZIMA GABA TRANSAMINASA
Jorge E. Chruchich, Departamento de Bioquimica,
Universidad de Tenn, Knoxville, Tenn, USA

La enzima aislada del cerebro contiene una molecula
de cofactor por dimero de proteina.

Estudios hidrodinamicos demonstraron que la enzima
de un peso molecular de 100,000 posee un tiempo de
correlacion de 65 nanosequndos. Usando resonancia
magnetica nuclear se demostro que la senal del cofactor
no cambia cuando el pH se varia de 6 a 7.5.

El gupo fosfato del cofactor esta en contacto con
amino acidos de carga positiva. La sequencia de un pep~
tido del centro activo ha revelado que el cofactor esta
unido a una region de la enzima cuya sequencia es
diferente de la sequencia de la aspartato aminotrans-
ferasa.

La reaccion de la enzima con los substratos 3-
alanina y 4-aminobutirato fue estudiada usando tecnicas
espectrofotometricas. Los parametros KCAT y Km fueron
determinados usando metodos cineticos clasicos. La
constante de primer grado correspondiente a la conver-
sion de piridoxal-5-P a piridoxamina-5-P fue deter-
minada usando tecnicas espectrofotometricas rapidas. Se
encontro que Kl es identica a KCAT. La cinetica de 1la
reaccion de la enzima con gabaculina, un imhibidor
especifico, fue estudiada con metodos espectroscopicos.

TIROSINQUINASAS EN ORGANISMOS FOTOSINTETICOS.
(Tyrosine kinases in photosynthetic organisms). Vallejos,
R.H.

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

La regulaci6n metabSlica por fosforilaci6n-desfosfori-
laciébn de enzimas es un mecanismo bien conocido y de
creciente complejtdad. Recientemente se ha encontrado
en tejidos animales un grupo de proteinquinasas que fos-
forilan especificamente en tirosina y que estSn asociadas
con la regulacién del crecimiento celular y con oncoge-
nes. Algunas protefnas transformantes retrovirales son
tirosinquinasas y hay homologfa en su secuencia con los
receptores de insulina y EGF,

L. Holuigue estudi6 la fosforilaci6bn de protefnas en
la bacteria fotosintética Rhodospirillum rubrum. Analizan-
do los fosfoaminoficidos presentes encontr§, trabajando
junto con H.A. Lucero y M. Torruella, la presencia de
fosfotirosin protefnas tanto en experimentos in vitro uti-
lizando ATP (y-P”z) como en experimentos in vivo usando
Pi32 . La existencia de tirosinquinasa(s) en R.rubrum fue
confirmada utilizando sustratos ex6genos y mediante la
purificacién parcial de un extracto libre de células por
cromatograffa de afinidad.

Comprobada la existencia de tirosinquinasas en una
bacteria fotosintética nos preguntamos si estarfan presen-
tes también en plantas superiores. El uso de sustratos
exbgenos especfficos para tirosinquinasas nos permitié
comprobar su actividad en pléntulas de arveja. La purifi-
cacién por electroforesis de fosfopolipéptidos seguida del
anélisis de fosfoamino&cidos corrobors su presencia.

Resultados recientes obtenidos por M. Torruella han
permitido caracterizar cinéticamente la tirosinquinasa(s)
de arveja e ideatificar a uno de los sustratos endbgenos
como un polipéptido de 58,5 kDa mediante el uso de anti-
cuerpos anti fosfotirosina.
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ORGANIZACION DEL METABOLISMO

MEASUREMENTS OF TIME PATTERN CONVERSIONS IN
GLYCOLYSIS. Markus,M., Miller,S.C. and Hess,B.
Max-Planck-Institut fir Erndhrungsphysiologie,
Rheinlanddamm 201, D-4600 Dortmund 1, FRG

Theoretical work [1,2] has shown that glycoly-
sis acts as a converter of one time pattern
into another: a constant substrate input flux
brings about a constant or a periodic response,
while a periodic input flux yields different
types of periodic, quasiperiodic and chaotic
responses.

Measurements were performed with glycolyzing
yeast extracts. As input, glucose was injected
using a cémputer controlled pump. As response,
the fluorescence of NADH was recorded. A con-
stant input flux yielded constant or periodic
responses as expected. For a sinusoidal input
flux, 104 response traces were measured at dif-
ferent input amplitudes and frequencies. 74 of
these responses were periodic, the periods
being 1,2,3,4,5,7, or 9 times the input period.
19 responses were quasiperiodic (sums of perio-
dic oscillations). 11 responses were chaotic,
i.e. oscillations were obtained having unpre-
dictable amplitudes and frequencies. Several
techniques, including stroboscopic plots and
determination of the maximum Liapunov exponent,
were applied to show that these responses were
indeed chaotic.

Regions containing the different types of re-
sponses could be outlined on the plane defined
by the input amplitude and the input frequency.
The location of these regions is in good agree-
ment with the theoretical predictions.

{1) Markus, M. and Hess, B., Proc.Natl.Acad.Sci.

USA 81, 4394-4398 (1984)
[2] Markus, M. and Hess, B., Arch.Biol.Med.Exp.
18, 261-271 (1985)

AMBIQUITOUS ENZYMES: A DYNAMIC ASPECT OF CELLULAR
ORGANIZATION, John E., Wilson, Department of
Biochemistry, Michigan State University, East Lansing,
Michigan 48824 U.S.A.

Cellular location (e.g., "mitochondrial®, "nuclear",
etc.) is sometimes thought of as an invariant property
of enzymes, or more generally, of proteins. Though in
many cases such a static view is warranted, in others
it clearly i1s not, and the disposition of a protein
within the cell has been found to be influenced marked-
1y by the status of cellular metabolism. It now appears
that physical translocation of macromolecular compo-~
nents should be considered as an important factor in
regulation of a number of wmetabolic processes. The word
"ambiquitous" has been suggested to denote those en~
zymes whose intracellular distribution may vary in re-
sponse to altered cellular metabolism. Brain hexokinase
has been proposed as one example of an ambiquitous en-
zyme. Originally, the enzyme was envisaged to vary in
its distribution between a mitochondrially-bound form
and a cytoplasmic location, the mitochondrially-bound
form being more active and hence change in intracellu-
lar distribution being a regulatory mechanism. Though
the essentials of this original proposal may be cor-
rect, the actual situation now appears to be somewhat
more complex, and extensive release of the enzyme into
the cytoplasmic compartment probably does not occur
under normal circumstances. However, more marked move-~
ment between cellular compartments has been observed
with several other enzymes (e.g., CTP: phosphocholine
cytidyltransferase, protein kinase C) and thus the con~
cept of ambiquitous behavior merits continued considera-
tion as a potential regulatory mechanism in cellular
metabolism. A conceptually analogous situation is the
movement of glucose transporters between the plasma
membrane and intracellular reservoirs, which appears to
be of significance in governing glucose tranaport capa~
bility in certain tissues., (Work with brain hexokinase
has been supported by NIH Grant NS09910).

Coordinador: Tito Ureta

THE ORGANIZATION OF GLYCOLYSIS, (Organizacién de la
glicélisis). Ureta, T. Departamento de Biologfa, Fa-
cultad de Ciencias, Universidad de Chile.

A fair amount of data exists purporting to show
that most glycolytic enzymes do not float freely in
the cytoplasm. Instead, the enzymes seem to be
reversibly bound to specific proteins of the cyto-
plasmic matrix or of some membranes. Experiments
from several laboratories which show that aldolase,
phosphofructokinase and glyceraldehyde 3-P dehy-
drogenase (among other enzymes) are reversible bound

to muscle actin will be described. Also, the
reversible binding of glyceraldehyde 3-P dehy-
drogenase, phosphofructokinase and phosphoglycerate

kinase to protein Band 3 of red cell membranes, will
be summarized. The functional significance of these
interactions, as shown by the fact that several
relevant metabolites can affect the binding and also
by observations that allosteric properties may differ
in the free, as opposed to the bound enzyme, will be
given apecial emphasis.

A few observations from the author's laboratory
will be presented: in the frog oocyte isotopic
dilution by hexose phosphates of glycogen deposition
is observed only if labeled glucose is supplied as
extracellular substrate as opposed to microinjected
glucose, in which case no isotopic dilution by hexose
phosphates occur. Thus, the mode of entry of glucose

affects the intracellular path to be followed
suggesting extensive compartmentation of glucose
metabolism. (Supported by Departamento de Investiga-

cibn y Bibliotecas, Universidad de Chile).
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NEUROBIOLOGIA

EL AMBIENTE MEMBRANACEO DEL RECEPTOR COLINERGICO NICO-
TINICO (The membrane environment of the nicotinic
acetylcholine receptor) Barrantes, F.J.

Instituto de Bioquimica, Universidad Nacional del Sur
y CONICET, 8000 Bahfa Blanca, Argentina.

In spite of the wealth of biochemical and electrophysio-
logical data which have made the acetylcholine receptor
the best characterized neurotransmitter receptor pro-
tein, the 1ipid matrix in which the latter is embedded
has received much less attention.

Biochemical and biophysical studies conducted in our
laboratory are aimed at defining the structural and
dynamic properties of the AChR membrane. Lipid composi-
tional studies have been conducted in three Torpedinidag
species in parallel with metabolic studies using radio-
labelled precursors. Unsaturation is characteristically
found in most major phospholipids, except for phosphati-
dylcholine. Long-chain polyunsaturated fatty acids cons-
titute more than 50% of the population. Among these,
docosahexaenocate makes up more than 70% in T. marmorata.
Nitroxide spin labels of stearate (the major fatty acid
in PC), as well as cholesterol- and phospholipid-spin
probes sense fluid and immobilized lipid populations in
AChR membranes. Lipid lateral diffusion appears to be a
free process as sensed by fluorescence photobleaching
recovery techniques, a property which probably reflects
the above-mentioned compositional features of the mem-
brane. Extraction of non-receptor, peripheral proteins
is accompanied by depletion of certain minor phospholi-
pid classes, a process which is manifested in changes of
AChR dynamic properties: lateral diffusion, rotational
correlation time (as measured by phosphorescence aniso-
tropy decay), and distribution of the molecule in the
plane of the membrane. The bulk physical properties of
the AChR membrane lipids can account for the modifica-
tions of the AChR dynamic properties; the exact nature
of the protein-lipid interactions remains to be explored.

BIOSINTESIS Y EXPRESION DE GANGLIOSIDOS DURANTE LA DI-
FERENCIACION NEURONAL (Biosynthesis and expression of

gangliosides during neuronal differentiation).

Maccioui H.J.¥., Panzetta P. vy Landa C.A,

CIQUIBIC (UNC-CONICET) Facultad de Ciencias Ouimicas,

Universidad Nacioanl de CBrdeba, 5016 C8rdoba, Argen-—

tina.

Los gangli8sidos (G) son un grupo heterogéneo de
1ipidos ricos en carbohidratos y que contienen d#cido
siflico. Est8n presentes en las membranas celulares de
cordados y particularmente concentrados en el Sistema
Nervioso Central (SNC). Se los ha involucrado em la re-
gulaci8n del ciclo celular, en interacciones celulares,
transformacién y regeneraci®n celular, etc., pero el
rol biolégico no est® establecido. Durante el desarro-
1llo embrionario del SNC de aves y mamiferos los oligo-
sacdridos de los ganglidsidos cambian. Mientras que en
estadios tempranos el oligesaclrido al cual se unen los
dcidos sidlicos es un residuo lactosil (G simples), en
estadfos avanzados es un residuo galactosil-N-acetilga-
lactosaminil ~ lactosil (G complejos). Estudios realiza-
dos en retina de embrion de pollo en nuestro laborato-
rio indican que el cambio mencionado a) resulta de la
modulacifn durante el desarrollo de la actividad de G
glicosiltransferasas claves que determinan la disminu-
cidn de G simples y el aumento de G complejos; b) es
reproducible en retinas o c@lulas retinales de embrioned
tempranos "desarrolladas” en cultivo; d) ocurre en cé-
lulas neuronales; d) esti determinado tempranamente;

e) es independiente de contactos celuldres histotipicos
y del aporte continuo de factores embrionarios; d) es

contemporaneo con la transicifn entre el estado proli-

ferativo y no proliferative de las neuronas retinales.

Se considera posible que la aparicidn de gangliSsidcs

complejos en la membrana neuronal contribuya al mante-

nimiento del estado diferenciado de las células neuro-

nales.

Coordinadores: Hugo F. Maccioni, Fernando Orrego

DOMINIOS LIPIDICOS EN LA INTERACCION DE LA ACETIL =
COLINESTERASA CON LA MEMBRANA PLASMATICA NEURONAL
(Lipidic domains in the interaction of acetylcholi~
nesterase with the neuronal plasma membrane).
Inestrosa, N.C. Grupo de Neurobiologia Molecular.
P. Universidad Catblica de Chile, Santiago.

Las proteinas integrales de membrana estdn an =
cladas a ella por interacciones entre la bicapa 1li-
pidica y secuencias de aminodcidos hidrofébicos lo-
calizados en los extremos COOH o NHp~ terminal. Es-~
tudios recientes indican, sin embargo, que algunas
proteinas usan dominios lipidicos para anclarse a
la membrana (VSG del T, brucei; Thy-1; Acetilcoli =
nesterasa (AChE)).

En el caso del dimero de la AChE del drgano
eléctrico de Torpedo, éste puede ser liberado de la
membrana por una fosfolipasa ¢ especifica para fos=—
fatidil inositol (PI) y luego de ser purificado tie
ne en su C-terminal un dominio lipidico de 3 kDa,
rico en etanolamina, glucosamina, PI y Acidos gra =
sos saturados y no saturados.

En el cerebro de los vertebrados, las formas te
traméricas de la AChE son las mds abundantes, sin
embargo éstas no son liberadas por fosfolipasa c.
Esto nos llevd a marcar el dominio de la enzima qug
se asocia a la membrana, con un reactivo de afini -
dad iodinado que al ser fotooxidado se une a las
regiones hidrofébicas de la AChE., Se ha estableci=
do la presencia de un fragmento de 7 kDa que contie
ne &cidos grasos pero no PI glucosamina y etanola =
mina.

Podemos concluir que la AChE dependiendo del es
tado molecular en que se encuentre (dimero o tetrd
mero) usa para su interaccidn con la membrana neu=
ronal dominios lipidicos distintos.

Financiado por FONDECYT (1015/85) y NIH (NS-16577).

ASPECTOS MOLECULARES DE LA "ANSIEDAD": n-BUTIL § CARBO-
LINA 3 CARBOXILATO, UN LIGANDO ENDOGENO DEL RECEPTOR A
LAS BENZODIAZEPINAS (Molecular aspects of 'anxiety':
n-butyl Q carboline 3 carboxylate, an endogenous ligand
of the benzodiazepine receptor). Medina, J. H., Pefia,
C., Novas, M.L., Paladini, A.C., De Robertis, E.
Instituto de Biologia Celular, Facultad de Medicina (UBA):
Paraguay 2155 e Instituto de Quimiga y Fisicoquimica
Bioldgicas (UBA-CONICET), Facultad de Farmacia y Bioqui-
mica, Junin 956, Buenos Aires, Argentina.

El cerebro de los mamiferos contiene sitios recepto-
res especificos para benzodiazepinas (BDZ) que median
las acciones ansioliticas, anticonvulsivantes, sedati-
vas y miorrelajantes de estas drogas. La existencia de
sustancias endégenas que interactidan con los receptores
BZD en condiciones fisiolégicas ha sido una cuestién de
creciente relevancia bioldgica y fuente de considerables
especulaciones, particularmente en relacién con su pro-
bable participacibén en la fisiopatologia de la "ansiedad".

Recientemente, a partir de cerebros bovinos hemos ais,
lado, purificado e identificado al n-butil @ carbolina
3 carboxilato (BCCB) como un componente natural y genui-
no del SNC. Este compuesto presenta las siguientes pro-
piedades y caracteristicas:

1. Compite especifica y selectivamente por los recepto-
res BDZ (Ki = 3 nM) (Proc.Natl.Acad.Sci, USA 83:4952,1986)
2. Su administracibén intraperitoneal (30 mg/kg) o intra—
cerebroventricular (40 pg) a ratones disminuye el umbral
a las convulsiones inducidas por dcido 3 mercaptopropiénico.
Este efecto proconvulsivante es bloqueado por el antagonista
especifico de BDZ RO 15-1788.,

3. En el test conductual de actividad exploratoria en un medio
ambiente desconocido posee efectos opuestos (dosis dependiente)
a aquellos provocados por la administracién de BZD.

4, Sus niveles aumentan selectivamente en la corteza ce-
rebral de animales sometidos a una situacién aguda de
stress, Este incremento se previene con la administra-
cidén previa de diazepam.
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GLUTAMATE AS A BRAIN CORTEX NEUROTRANSMITTER.
Orrego, F., Miranda, R., Doria de Lorenzo, M.C.
Rivercs, N., Fiedler, J. and Villanueva, S.
Taboratory of Neurochemistry, Dept. of Physio-
logy and Biophysics, Faculty of Medicine, Uni-
versidad de Chile.

We first studied, in 1975, whether exoge-
nously added 3H-glutamate (Glu) could be re-
leased by selective electrical stimulation of
rat brain cortex slices in vitro. The results
were negative, possibly because exogenous Glu
is taken up mainly by glial cells. Similar re
sults were obtained later, when endogenous Glu
was labelled with 14C-U-glucose, probably be-
cause of insufficient labelling of the trans-
mitter pool. We then turned to study the pre-
sence of excitatory substances in isolated, pu
rified brain cortex synaptic vesicles (SV) ,
and found that they contain substantial amounts
of an endogenous ligand for kainic acid (KA) re
ceptors. Such ligand was found to be glutama-
te. Next, using highly purified SVs, and a sen
sitive radjoreceptor assay for endogenous Glu,
that uses high specific activity 3H-KA as a 1i-
gand, we were able to estimate that each single
glutamatergic brain cortex SV, contains 3600
Glu molecules, This value compares well with
the number (6,000) of acetylcholine molecules
in a quantum.

These findings, taken together with the pre-
sence of well defined glutamate receptors in
the brain cortex, provides firm proof that Glu
is a bona fide cerebrocortical neurotransmi-
tter.

Supported by Projects DIB B 1590, Univ. de Chi-
le; and Fondecyt N° 1018,
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ENFERMEDAD DE CHAGAS:
BIOQUIMICA DEL TRYPANOSOMA CRUZI

HETEROGENEITY OF T cruzi SURFACE ANTIGENS DE-
TECTED BY MONOCLONAL ANTIBODIES. Alves, M.J.M., Abuin,
G., Gongalves, M.F., Kuwajima, V.Y, and Colli, W

Departamento de Bioquimica, Instituto de Quimica, Uni-
versidade de S3o Paulo, CP 20780, S#o Paulo, Brasil.

Qualitative and quantitative heterogeneities were
detected on the surface of several strains and clones of
epimastigote forms of T.cruzi as judged by their aggluti
nablllty with lectins and a monoclonal antibody that rec
ognizes two surface polypeptides of molecular weight
55,000 and 59,000. Two other monoclonal antibodies, spe-
cific for the trypomastigote stage which partially in-
hibit (50-70%) T.cruzi invasion of cell monolayers and
recognize a surface glycoprotein of molecular weight
85,000 (Tc-85), were also able to immunoprecipitate, fram
metacycllc trypomastlgotes three polypeptides with mole
cular weights different from 85,000 (82,000 - 78,000 -
74,000) thus showing a varlabllity in the molecular size
of Tc-85.

Such phenotypic heterogeneity displayed on the sur-
face of T.cruzi could be a reflection of a genetic heter
ogeneity in the parasite populations. However, some of
the variations observed could be explained by modulation
of antigen expression due to particular physiological
conditions. Differences in molecular weight could also
be due to post-translational modification of proteins
and/or to highly antigenic epitopes common to otherwise
completely different proteins.

Supported by UNDP/World Bank/WHO, FAPESP, CNPqand FINEP.

FERMENTACION AEROBICA DE LA GLUCOSA POR AMASTIGOTES DEL
TRYPANOSOMA CRUZI DURANTE EL CRECIMIENTO Y DIFERENCIA-
CION A EPIMASTIGOTES (Aerobic glucose fermentation by
Trypanosoma cruzi amastigotes during growth and dif-
ferentiation to epimastigotes). Engel, J.C., Franke de
Cazzulo, B.M., Stoppani, A.0.M., Cannata, J.J.B. ¥y
Cazzulo, J.J.

Instituto Nacional de Diagndstico e Investigacidn de la
Enfermedad de Chagas "Dr. Mario Fatala Chaben", Ministe
rio de Salud y Accidn Social, Argentina; Instituto de
Investigaciones Bioquimicas, Fundacifn Campomar; Cite-
dra de Quimica Bioldgica, Facultad de Medicina, Univer-
sidad de Buenos Aires y Centro de Investigaciones Bio-
energ8ticas, CONICET, Argentina.

Los amastigotes de cultivo axénico de Trypanosoma cruzi
desarrollados. a 28°C, alcanzan la fase estacionaria des
pués de dos generaciones, se diferencian a epimastigo-
tes y en ese momento reanudan el crecimiento. Los amas-
tigotes fermentan la glucosa hasta succinato y acetato
y no excretan NHj3; presentan actividades altas de hexo-
quinasa y PEP-carboxiquinasa y muy baja de citrato sin-
tasa. El citocromo o estd ausente y el citocromo tipo

b estd presente en muy bajo nivel. Los amastigotes ca-
tabolizan la glucosa y producen succinato y acetato a
velocidades considerablemente menores. Presentan nive-
les mi3s bajos de hexoquinasa y PEP-carboxiquinasa y mu-
cho mis altos de citrato sintasa y citocromos oy tipo
b. Excretan NHy al medio, lo cual es indice del catabo-
Tismo de amino &cidos. Estos resultados sugieren que
los amastigotes tienen un metabolismo esencialmente
glucolitico, y que adquieren la habilidad de oxidar sus-
tratos como los amino Acidos solo después de diferenciar
se en epimastigotes.

Coordinadores: Juan J. Cazzulo, Norbel Galanti

ACTIVIDADES PROTEOLITICAS EN TRYPANOSOMA CRUZI
(Proteolytic activities in Trypanosoma cruzl).
Cazzulo, J.J. y Bontempi, E.

Instituto de Investigaciones Bioquimicas Fundacidn
Campomar e Instituto Naclonal de Diagndstico e
Investigacidn de la Enfermedad de Chagas "Dr. Mario
Fatala Chaben", Buenos Aires, Argentina.

Trypanosoma cruzl contiene actividad proteolitica
sobre dlversos sustratos, emtre ellos proteinas
solubles del proplo pardsito. Hemos purificado
hasta homogeneidad proteica, a partir de epinasti—
gotes de la cepa Tulahuén 2, una proteasa 3cida,
que degrada sercalbimina bovina, hemoglobina y pro-
tema soluble de T. cruzi (pH 6ptimo de 3 a 4) y
caseina (pH optimo de 5). La enzima es una gli-
coproteina monamérica, de peso molecular 60,000,
que es retenida por Con A-Sepharcsa y eluida con
K-metil-D-mandsido y ol -metil-D-glucdsido. Es
fuertemente 1nhibida por reactivos de tiocles
(fluorescein mercurlacetato y p-cloramercuribenzoa-
to), tosil 1isil clorametil cetona y leupeptina; el
fenilmetilsulfonil fluoruro y el EDTA no la afec-
tan. El A& -mercaptoetanol y el glutation reducido
activaron la proteasa y revirtieron la inhibicidn
por organamercuriales. la enzime es particulada,
con wna latencla del 40% en fracclones obtenidas
por mortereado, y presenta un perfil de solublliza-
cién por diglitonina similar al de la ol-manceidasa.
Los datos experimentales sugleren que se trata de
una proteasa lisosomal, con propledades similares a
las de la Catepsina B.

ACCION DE JUSTANCIAS TRIPANOCIDAS SOBRE SINTESIS DE
PROTEINAS "IN VITRO" EN TRIPANOSOMATIDOS. (Effect
ot trypanocidal dpugs on protein biosynthesis "in
vitro" by trypanosomatids). Gonzdlez, Nélida S. y
Cazzulo, Juan José.

Instituto de Investigaciones Bioquimicas "Fundacién

Campomar" y Facultad de Cienclas Exactas vy
Naturales. Univ. de Buencs Aires (Argentina).
Las drogas tripanocidas efectivas contra el

Trypanosaoma cruzi usadas actualmente en el trata-
ento Ta enfermedad de Chagas, son dos
nitroheterocicloderivados: nifurtimox (Np) y berz-
nidazol (B,). Stoppani, Richle y col., han
demostrado que, entre otros efectos, estas drogas
irhiben la incorporacién de precursores a macro-
moléculas (DNA, RNA y proteinas) "in vivo'.

Hemos estudiado el efecto & drogas tripanocidas
en la sintesis proteica "in vitro®. Para ello se
aislan polisomas, enzimas activantes y factores
tanto de T. cruzl comc de Crithidia fasciculata
cosechados en fase exp%’xencial temprana, midiendose
1la incor'poracion de S3P-metionina a material inso—
luble en &cido triclorocacético, en ausencia o pre-
sencla de la droga. Tanto N como fueron
inactivos hasta una concentracién de 0.8 mM. En
cambio, otras drogas efectivas contra la tripancso—
miasis africana, pero no contra la enfermedad de
Chagas, como Berenil (Be), Antrycide (Ant) y
Suramina (S) fueron fuertemente inhibitorios a con—
centraciones mis bajas (0.2 mM).

Paralelamente se estudld el efecto de esas
sustanclas en la distribucién polisomal de lisados
obtenildos en presencla de las drogas. En este caso,
Nf y By promovieron la degradacitn de polisomas, no
asi Be, Ant y S. Estos resultados sugleren que Nr y
B, no tienen efecto prima.r'io sobre la sintesis de
protemas sino que alterarian algin otro evento
metabdlico indirectamente relacilonado.
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EFECTOS DE ANTIOXIDANTES QUIMICOS SOBRE EL CRECIMIENTO

Y LA CADENA RESPIRATORIA DEL TRYPANOSOMA CRUZI. (Effects
of chemical antioxidants over the growth and the
respiratory chain of T. cruzi).

Morello, A., Aldunate, J., Ferreira, J., Repetto, Y. y
Letelier, M.E. Departamento de Bioquimica y Quimica.
Facultad de Medicina. Universidad de Chile. Casilla
70086 Santiago - 7 Chile.

La enfermedad de Chagas es causada por ei protozoo
T. cruzi. Este mal es endémico en Centro y Sudamérica;
en Chile afecta aproximadamente a 400 mil personas.

Las drogas actualmente en uso no son satisfactorias.

El estudio de ias diferencias bioqufmicas entre parési-
to y huésped ha contribuido a explicar el modo de accidn
de drogas en uso y experimentales.

Se realizaron experimentos con epimastigotes intactos
de Y. cruzi (cepa Tulahuen). Los antioxidantes usados
fueron tert-butil-h-hidroxianisol (BHA), 2,6-di-tert-bu-
til-p-cresol (BHT), &cido g&lico y sus propil y metil és
teres, catequina y &cido ascérbico.

El BHA y el BHT fueron los mejores inhibidores del cre
cimiento de T. cruzi a concentraciones bajo 0,5 mM, se-
guidos por el &cido g8lico y sus ésteres y la catequina.
€1 &cido ascérbico no tuvo efecto.

El consumo de oxTgeno de epimastigotes fue inhibido en
un 90% por 1 mM BHA o BHT. El &cido g&lico y sus é&steres
inhibieron el consumo en menor proporcién. Al estudiar
los cambios de los niveles redox en la cadena respirato-
ria (NAD(P), citocromos b, ¢ y a) por efecto de estos in
hibidores se comprobé que el NAD(P) se redujo y todos
los citocromos se oxidaron, Esto indicarfa que estos com
puestos qufmicos actGan inhibiendo la cadena respirato~
ria en el segmento NAD(P)-citocromo b.

Experimentos realizados con tripomastigotes de Trypano
soma brucei indican que BHA inhibe el consumo de oxfgeno
y actuarfa en forma similar a como lo hace sobre T.cruzi.
Financiado por UNDP/WB/WHO/TDR, por CONICYT-CHILE y
por la Universidad de Chile {grant. B-1854).
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ORGANIZACION DE UN SISTEMA DE DIVULGACION CIEN-
TIFICA MASIVA (Organization of a system for
providing scientific information to the general
public). Belocopitow E.
Centro de Divulgacidn Cientifica y Técnica.
Sede: Instituto de Investigaciones Bioquimicas.
Patricias Argentinas 435. 1405 Buenos Aires.
Se encara la concientizacién de los argentinos
sobre Ta necesidad de un mayor uso de la cien-
cia y su producto, la tecnologfa. Se propone
Ta introduccidon de esta temdtica en los medios
de comunicacidn social (Diarios, revistas, ra-
dio y TV) en forma intensiva. Se concluyd que
el mejor hacedor de la informacidn a introdu-
cir en dichos medios, seria una simbiosis, de
investigador cientifico, quien proveeria la
informacién, y de periodista quien la procesa-
ria para hacerla entendible, atractiva y ca-
paz de penetrar en los medios masivos.

Esta asociacidn de investigador cientifico y
periodista operaria en las instituciones en
que desarrollan su trabajo los investigadores,
las que normalmente cuentan con una buena bi-
blioteca, constantemente actualizada.

Este sistema fue ensayado y sus resultados
serdn expuestos.

Se prevee la extensidn del sistema ensayado
a otros centros de concentracidn de investiga-
dores cientificos de nuestro pais.-

MUCHO SE PUEDE HACER ANTES QUE LLEGUEN LAS
COMPUTADORAS. (Much can be done before the computers
arrive). Saffran, M. Department of Biochemistry,

Medical College of Ohio, Toledo, Ohio 43699 USA.

Computers are potentially great aids to learning and
teaching. Until computers become available some of the
characteristics of the computer can be reproduced by
other teaching methods. (1) Student participation in
learning can be achieved through classroom discussions
and by the preparation of audiovisuals and examination
questions by students. (2) Game-playing can be
achieved by contests 1in blochemical knowledge and
problem solving among individuals and between teams.
(3) Instant feedback and evaluation are achieved by
various forms of objective examinations. (4)
Repetition and drill, especially in algebraic
manipulations (e.g. buffers, enzyme kinetics), can be
achieved with nomograms and slide rules. (5) A
Computer Game can be used to combine most of the
characteristics by having an instructor or even a
student play the role of the computer, while other
students take turns as '‘users''. The rest of the
class are spectators and learn through the efforts of
the participants, while they wait for their own turn to
play the game. The Computer Game prepares instructors
and students for the coming of computers by teaching
the steps used 1in developing and using computer-
assisted instructional programs. (6) Some of the
graphic power of computers can be approached by
conventional audiovisual methods, particularly the
overhead projector.

Coordinador: Arnaldo Foradori

LA ENSENANZA DE PREGRADO DE BIOQUIMICA EN LA FACULTAD DE
MEDICINA DE LA P.U.C. (Pregrade Biochemestry Teaching at
the Medical Faculty of the P.U.C.).

Dr. Foradori A. Depto de Hematologia/Oncologia y UDA de
Laboratorios clinicos - Fac. Medicina - Pontif. Univ. Ca
télica - Santiago (Chile).

La estructura curricular para la ensefianza de la Medicina
en la facultad de la Univ. Catélica contempla 3 etapas se
cuenciales de Formacién e Informacién: 1.- Basico (corres
ponde a la Docencia de Asignaturas como Matematica, Fisi-
ca, Quimica General y Orgénica, Biologia general y Cito-
logia etc), esta entregada a las Facultades ad hoc y en
la Facultad de Medicina se completa el Estudio de la Bio
logia del Hombre normal y la preparacién cientifica basi-
ca (6 semestres); 2.- Patologia y sus agentes (correspon-
de al estudio intensivo de los Agentes de las Enfermeda-
des y las caracteristicas morfolégicas incluye Microbio—
logia, Patologia General Especial). En esta etapa ade-
mas se analizan las drogas y firmacos vigentes (2 semes-
tres); 3.- Clinica (se aplican los conocimientos previos
a la persona enferma y se delinea la estrategia de recu-
peracién de Salud (8 semestres con 4 de practica inclu-
sive)., La Bioquimica prop. tal se estructura en el ter
cer semestre y su contenido curricular se caracteriza por
la integracién de conocimientos de Quimica General y Or-
génica con fendémenos Bioldgicos Relevantes (Biomoleculas,
Metabolismo Intermedio, Biologia Molecular e Hidrosalino.
Se destaca la Metdédica de auto aprendizaje con clases ex
positivas de refuerzo realizados por un grupo de Médicos
Bioquimico. En forma periédica (aprox. ¢/2 semanas) se
realiazan seminarios de discusién y analisis de publica-
ciones relevantes o casos de interés que refuerzen el con
tenido a las clases. También es relevante la entrega pre
via a las clases expositivas del material grafico que se
usa en las clases. Lamentablemente la actividad experi-
mental se ha suprimide (sélo se mantiene en forma opta-
tiva). Se presenta el modelo de docencia de la macromo-
lécula de Hemoglobina y transporte de Oxigeno.
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ENSENANZA DE POSTGRADO EN BIOQUIMICA EN CHILE. EL
PROGRAMA DE DOCTORADO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS DE
LA UNIVERSIDAD DE CHILE. (Postgraduate teaching in
Biochemistry in Chile. The doctorate program of the
Faculty of Sciences of the University of Chile).

Babul, J. Departamento de Quimica, Facultad de Cien-
cias, Universidad de Chile.

Las universidades chilenas ofrecen actualmente cin-
co programas de Magister y cuatro de Doctorado en
Bioquimica y Biologia Molecular. El Programa de Docto-
rado de la Facultad de Ciencias de la Universidad de
Chile es el mAs antiguo y se inicié en 1971. Depende
administrativamente de la Escusela de Postgrado de esa
Facultad, sin embargo cuenta con la colaboracién de
numeroses investigadores de otras facultades, tanto
de la Universidad de Chile como de otras universidades
del pais.

La actividad fundamental del Plan de Estudios es
la realizacién de la tesis, pero ademéds incluye cur-
808, seminarios (bibliogrAficos, de investigacién, de
avances de tesis) y unidades de investigacién. Finali-
zados los cursos recomendados, se debe aprobar un
Examen de Calificacién en el que se exige la presenta-
cién de una revisién bibliografica critica. Posterior-
mente, se debe presentar un proyecto de tesis bajo el
patrocinio de un profesor. El trabajo de tesis se
evalGa anualmente (avances de tesis). La defensa de
tesis es una presentacién oral ante una comisién ad
hoc. El Examen de Grado es un acto piiblico donde el
candidato muestra su trabajo a la Comisién de Postgra-
do y a la comunidad académica. Desde 1971 ingresaron
78 alumnos (60% Bioquimicos, 14% Licenciados en Biolo-
gia, 13% Quimicos Farmacéuticos), 26 se graduaron
(73% Bioquimicos, 20% Licenciados en Biologfa) y 30
se retiraron (50% por cambio a otro Programa). El
promedio de duracién de la residencia es de 5,5 afios.
El 70% de los graduados se desempefia en universidades
chilenas.

Coordinador: Luis Izquierdo

EL PROGRAMA DE POSGRADO EN EL DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA
DEL INSTITUTO DE QUIMICA DE LA UNIVERSIDAD DE SAO PAULO.
(The graduate program at the Department of Biochemistry,
Institute of Chemistry, University of Sao Paulo. A study
case). Chaimovich, H.

Departamento de Bioquimica, Instituto de Quimica, Univer
sidade de S3@o Paulo.

The aim of this presentation is to describe the evolu
tion of the graduate program at the Department of Bioche
mistry of the Institute of Chemistry at the University
of S&o Paulo (QBQ). The program. Leading to MSc and PhD
degrees, started in 1970 placing a heavy emphasis in re-
search for both degrees. The evolution of scientific pro
duction, as measured by the total number of publicatioms
from the QBQ, shows a rapid increase from 1970 up to 1978
where a (slow rising) plateau was reached. In the last
five years publications ammount to ca. l.4/research
advisor/year and the value of the parameter [publications/
(MSc + PhD)]) is ca.4. These figures show a good correla-
tion with the initial investment made in the Department
by a Project-oriented program judged, by an internation-
al panel on a merit basis. After 15 years, the adoles-
cence problems of the program, including expansion, re-
definition of goals, new investments, areas of interest
are begging to be felt. The problems of the graduate pro
gram will have to be solvent within the framework of the
Brazilian Policy for Science and Technology for the next
decade which includes, as one of its major goals, a ten-
fold increase in the number of scientists involved in
Biotechnology, including Biochemistry.
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POLISACARIDOS SOLUBLES DE ALGAS. (Soluble polysacchari-
des from seaweeds). Matsuhiro, B, Departamento de Quimi
ca, Facultad de Ciencia,Universidad de Santiago de Chile.

Los polisacdridos de interés econdmico de macroalgas de
las divisiones Phaeophyta y Rhodophyta localizados en la
pared celular o en la matriz intercelular, pueden ex-
traerse con agua a diferentes pH.

Poco se conoce sobre las rutas bioquimicas y biofisicas
de la sfntesis, transporte, secrecién y ordenamiento ex
tracelular de los mismos,

Las estructuras quimicas de estos polisacd&ridos varfan
desde estructuras irregulares a otras mds regulares con
menor nimero de monosacdridos constituyentes con la evo
lucién de las algas.

Los polisaclridos extrafdos de especies de las familias
Gigartinaceae y Gelidiaceae (Rhodophyta) se estudiaron
por hidrSlisis total, metanblisis, fraccionamiento, meti
lacifn, cromatograffa gas-1fquido y espectrometrfa de ma
sas. De los resultados obtenidos y de otros de literatE
ra, se concluye que todos los polisacdridos de algas ro-
jas, carragenanos, irideanos y agaranos son mezclas de
galactanos con diferente grado de sulfatacifn y diferen-
te contenido de 3,6-anhidrogalactosa.

Interesantes resultados, que no concuerdan con algunos
descriptos en la literatura se han encontrado para los
polisacdridos provenientes de diferentes fases del ciclo
de vida de Chondrus canaliculatus, Iridaea membranacea,
I. ciliata e I. laminarioides.

De Lessonia trabeculata (Phaeophyta) por extraccidn se-
cuencial se obtuvieron diferentes polisaciridos cuyas es
tructuras corresponden a laminarano, fucanos y dcido al-
ginico.

GLYCOGEN SYNTHESIS IN THE MICROINJECTED FROG OOCYTE.
(Sintesis de glicégeno en oocitos microinyectados de
rana). Radojkovié, J. and Ureta, T. Departamento de
Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

Stage VI frog oocytes metabolize glucose mainly
for glycogen aynthesis inasmuch as neither glicolysis
nor gluconeogenesis are operative at this satage
because of the ab of phosphofructokinase and
fructose-1,6-bisphosphatase nctivitiel. Thus, these
cells serve as a convenient model for the study of
polysaccharide deposition from glucose.

Unlabeled microinjected glucose 6-P, glucose 1-P,
fructose 6-P or UDPglucose do not dilute the incorpo-
ration of microinjected labeled glucose even at a
ten-fold excess. On the other hand, CO, production
is markedly depressed by the intermediates with the
only exception of UDPglucose, A rather drastic change
can be observed if the intermediates are microin-
jected in cells incubated in a medium containing
labeled glucose., Under these conditions, isotopic
dilution was observed with the exception of fructose
6-P.

The results suggest that a classic pathway of
glycogen synthesis operates in amphibian oocytes
incubated in a glucose-containing medium, However,
microinjected glucose seems to follow a different
pathway which does not involve glucose 6-P, glucose
1-P or UDPglucose. The participation in this pathway
of amylo-1,6-glucosidase seems unlikely. A few prelim-
inary experiments suggesting the participation of
trioses-P in the suggested pathway will be presented.
(Supported by the Departamento de Investigacién y
Bibliotecas, Universidad de Chile).

Coordinador: Horacio G. Pontis

SUCROSIL OLIGOSACARIDOS: SU ROL COMO SUBSTANCIAS PROTECTORES
FRENTE A FENOMENOS ADVERSOS EN PLANTAS. UNA VISION GENERAL.
(Sucrosy) oligosaccherides: its role es protecting substances against
adverse conditions in plants. An overview.) Pontis, HO. Instituto de
Investigeciones Biologices, Facultad de Ciencies Exactas y Nasturales,
Universidad Nacional de Mar del Plata, y Centro ds Investigaciones
Bioldgices (F.1.B.A.), Casilla de Correo 1348, 7600 Mar de Plets.

Los sucrosi! oligosacaridos, 0 see aquelios basados on la moléculs de
secarosa, constituyen un grupa importante dentro de los oligosacéridos
primerios. Se encuentran libres en las células vegetales en contidades
significetives. Son el resultedo de que en 8igin momento de 18 evolucién de
las plentes se “inventsron” actividades enzimaticss capaces de sintstizer
oligosacaridos adicionando restos glicosiles, ya see o la mitad glucosa o a ls
mited fructosa de la sacarosa. Se encuentran amplismente distribuides y
cumplen una funcién no solsmente de reserva sino que también aparecen
como cumpliendo una funcion protectora frente a algunes situaciones de
stress, en particular frio.

Esta funcion esta bien estudiade para los oligosecéridos de 1a familia de
rafinosa donde se ha demostrado la dependencia con la temperstura y
ademas con el fotoperiodo. En el caso de ln familia de fructencs, se ha
determinedo una correlacion entre 1a temperatura dsl suslo y el nivel de
cade término de une serie ce fructanos presentes en tubérculos de
Helianthus tuberasus, mientras que en squelles plantas como trigo, donde
la parte sérea estd expuesta 8 lss distintas condiciones climétices, se
observa una acumulecién de polimeros después de un shock de frio. Este
Ultimo sistema se uss pare determiner como se sfectan las distintes
ectividedes enzimaticss al producirse le situacidn de stress y su cese.

Apoyado por CONICET y CIC.

FOSFORILASA EN AMILOPLASTOS DE TUBERCULO L[E PAPA.

(Phosphorylase 1in potato tuber amyloplasts).
Tandecarz, J.S., Moreno, S. v Cardini, CE.

Instituto de Investigaciones Biogquimicas "Fundacidn
Campomar" y Facultad de Cienclas Exactas y Naturales,
Universidad de Buenos Alres.

Se han descripto en células de plantas superiores
miltiples formas de fosforilasa separables por méto-
dos cromatogrificos o. electroforéticos. Steup y
Laszko (Planta 145, 69, 1979) lograron definir clara-
mente fosforilasas cltos6licas y plastidiales en
teJidos fotosintéticos. Se ha postulado que ami-
loplastos y cloroplastos estén ontogénicamente rela-
clonados. Sin embargo, es probable que los mecanis-—
mos gGue operan en la formacidn y degradacién &
almiddn de reserva en a.miloplastos sean diferentes de
1os que operan en la asimilacién de almidén en cloro-
plastos, donde el control se ejerceria via el trans-
locador de fosfato. Por medioc de técnlcas irmunold-
glcas, Schnelder y col. describieron la localizacidn
de fosforilasa exclusivamente en amiloplastos de tu-—
bérculo de papa durante el periodo de acumulacién de
almidén, sugiriendo que la enzima podria desempefiar
tanbién un papel en la sintesis y no sGlo en la
degradacién del polisacdrido.

Se estudid el perfil de fosforilasa de amiloplastos
de tubérculo de papa y se encontrd unma forma molecu—
lar principal capaz de sintetizar "™in vitro" un
ol-glucano unido a proteina en ausencia de poli-
sacarido exdgeno. Se encontrd que esta enzima, al
igual que la fosforilasa de cloroplastos, tiene menor
afinidad por los glucanos aceptores que la citosdlica
de hoja de esplnaca y que la fosforilasa I de papa.
Se hace un estudlo comparativo de las propledades
estructurales y cinétlcas de las enzimas plastidiales
¥y citosdSlicas.
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BIOSINTESIS DE EXOPOLISACARIDOS EN RHIZOBIUM TRIFOLII.
(Exopolysaccharide biosynthesis in Rhizobium trifolii)
Dankert, M.A., Bossio, J.C. and Ifi6n de Iannino, N.
Instituto de Investigaciones Biogquimicas Fundacién Cam—
pomar, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA y
CONICET, Buenos Aires, ARGENTINA.

Los exopolisac8ridos (EPS) producidos por los rizo-
bios parecen desempefiar un papel critico en la etapa de
infeccién a la rafz de las leguminosas. Las estructuras
de muchos de estos EPS han sido aclaradas, pero se sabe
poco de su biosintesis. Rhizobium trifolii infecta y no
dula trebol rojo y produce un EPS con la siguiente es-
tructura (Robertsen et al. (1981) Plant Physiol. 67,

389-400) . ”
Byr  Pyr 2 461c % 46108 2 4G10A 4 4Glc-
46,546 5 8 3

Gal —=3Gal — 4Glc -ﬂb 4Gl 0 Acet.

Se esté estudiando la sintesis in vitro de este EPS
utilizando c€lulas permeabilizadas con EDTA como fuente
de enzimas y UDP~Glc, UDP-GlcA, UDP-Gal, PEP y Acetyl
CoA, indistintamente radiomarcados, camo dadores de
azlicares y de piruvato y acetato respectivamente. En una
primera etapa se ha estudiado la sfintesis de precursores
lipidicos y se ha logrado aislar una serie de compuestos
con las propiedades esperables: son solubles en cloro-
formo-metanol-agua (1:2:0,3); por tratamiento a pH2,
10", 100°C liberan distintos oligosaciridos; en medio al
calino producen los respectivos ésteres fosf6ricos cicli
cos, y por reducci6n con H,Pt liberan los difosféricos,
etc. Fraccionados por cramdtograffa en columas de DEAE
celulosa se obtienen dos grupos de compuestos. En la
fraccién I se podido caracterizar al trisacdrido
GlcA & 4GlcA 4Glc y a su derivado acetilado (por
hidr6lisis y reduccién total y parcial, permetilacién,
degradaci6n enzimidtica, etc.) Dentro de la fraccién II
se ha logrado identificar, por criterios similares, al
octasacdrido correspondiente a la unidad repetitiva y a
su derivado mono o dipiruvilado.

Coordinador: Rodolfo Ugalde

ROLE OF POLYSACCHARIDES IN PLANT INFECTION BY
RHIZOBIUM AND AGROBACTERIUM. (Rol de polisacaridos

en 1la infeccion de plantas por Rhizobium y
Zorreguieta, S.

Agrobacterium). R. Ugalde, A.
Ca » R. Geremia and A. Coira.

Instituto de Investigaciones Bioquimicas, F.C.E. y
N., PFundacion Campomar and CONICET, Buenos Alres,
Argentina.

Plant infection by Rhlzobium or Agrobacterium
leads to the formation of rnltrogen fixing nodules
or tumors. Bacterlal polysaccharides have been pro-
posed to have a role in plant infection by these
bacteria. In R. melilotl we have described a cell
wall polysaccharlde contalning galactose and galac-
turonic acld that leads to 1increased com-
petitiveness. This effect was attributed to faster
nodulation. Rhizobium and Agrobacterium form M 1-2
cyclic glucan, through a protein linked inter-
mediate. This protein intermediate is a 235 K imner
membrane protein. Avirulent attachme defective
mutants of A. tumefaciens do not form f1-2 glucans
due to the absence of the 235 K protein. A R, meli-
loti mutant which induces formation of pseudonodu-
Tes was found not to form f1-2 glucans and like
the avirulent mutants of A. tumefaclens not to have
the 235 K immer rane protein. These results
suggest a role for TT—Z glucans in plant infection
by Rhizobium ard Agrobacterium.
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SINTESIS Y UTILIZACION DE NUEVAS SONDAS FOTOREACTIVAS DE
RIVADAS DE HUCLEOTIDOS DE PIRIMIDINA (Synthesis and use”
of new photoreactive probes derived from pyrimidine nu-
cleotides) C. Abeijén*, J.M.Capasso*, D.Tal, W.F.Vann y
C.B.Hirschberg. *Depto. Biologra, FCEyN (UBA) Buenos Ai-
res Argentina y Dept. of Biochem. St. Louis University,
St. louis, MO, 63204,

La técnica de marcado por fotoafinidad ha sido exitdsa-
mente utilizada para identificar un gran nimero de pro-
teinas que interactidan con ATP y GTP, mediante sus azido
derivados. Desafortunadamente se ha carecido hasta ahora
de derivados fotoreactivos de nucledtidos pirimidicos.

Nosotros hemos conseguido sintetizar 3'-0-(h-Benzoil)
Banzoil-Citidina 5'~nucledStidos, tanto con tres fosfatos
(BB-CTP), como con uno (BB-CMP). La estructura de los
mismos ha sido confirmada por: 1)Cromatografia de inter-

cambio idnico, 2)Cromatografia en capa delgada de celulo-

sa, 3)Andlisis de productos después de hidrélisis quimi-
ca y enzimitica, 4)Comportamiento cromatogrifico después
de irradiacién con UV, 5)Anilisis espectrofotométrico y
6)Espectrometria de TH-NMR.

E! BB-CTP resulté ser substrato de enzima CMP-Ac. Sidli-
co sintetasa; y el BB-CMP un potente inhibidor competiti
vo del transportador de CMP-Ac, Sidlico del Golgi, lo
cual demuestra que el grupo fotoreactivo no altera la in
teraccidon de estas moléculas con los centros activos de
las protefnas correspondientes.

Cuando una preparacién cruda de la enzima CMP-Ac. Si&li-
co sintetasa de E.coli fue irradiada en presencia de BB-

[k -32P]CTP y fraccionada en geles de poliacrilamida, una
sola banda pudo ser detectada por radioautografia, en me-
dio de un gran nimero de ellas que son detectadas por tin
cién con plata, lo cual demuestra la sensibilidad y espe-

cificidad de las nuevas sondas.

TETERMINANTES DEL FENQTIPO EN CELULAS EPITELIALES:
ESTUDIC EMPLEANDO GENES NATIVOS Y MODIFICADOS DE
GLICOPROTEINAS VIRALES. Gonzilez, A., Rizzolo, L.,
Gottlieb, T. y Sabatini, D.D.

Depto. Biologia Celular, NYU MED CTR, USA, y Fac.
Medicina, P. Universidad Catdlica de Chile.

Las células de epitelios transportadores poseen
polos apicales y basolaterales funcional y morfold-
gicamente diferentes, separados por uniones estre-
chas. Este fenotipo parece ser mantenido dinadmica-
mente por un sistema que seleccionaria y transporta
ria glicoproteinas especificas desde el Golgi a la
membrana plasmética de uno u otro polo. Las ideas
bésicas sobre este trafico vectorial de proteinas,
cuyo mecanismo es desconocido, han surgido de estu-
dios en células MDCK infectadas con virus que poseen
envoltura. En esta linea celular, derivada de ri-
fibn de perro, la yemacidén del virus influenza ocwrre
preferencialmente por el polo apical, en cambio, la
del virus de la estomatitis vesicular se produce por
el polo basolateral. En ambos casos, este proceso
es precedido por la acumulacidn de las respectivas
glicoproteinas de la envoltura viral, hemaglutinina
(HA) y proteina G, en el dominio correspondiente de
la membrana plasmatica. Estas proteinas exhiben
segmentos citoplésmicoes, intramembranosos y extrace-
lulsres con respecto a la bicapa.

En el actual trabajo hemos utilizado un conjunto
de técnicas de DNA recombinantes y de transfeccidn
de genes en células eucariontes para analizar los
determinantes moleculares del trafico intracelular
de estas proteinas. Las evidencias sugieren que la
HA y la proteina G contienen en su estructura la in
formacidn necesaria para su insercién asimétrica en
distintos polos de las células MDCK, independiente-
mente de otras proteinas virales. Para que esta in
formacidén sea efectiva serian necesarios sus segmen
tos intramembranosos y citosélicos. La proteina G
contendria, ademds sefilales que la incorporarian a
la via endocitica.

Coordinador: Federico Leighton

ENZIMAS LISOSOMALES. SINTESIS Y TRANSLOCACION HACIA LOS

LISOSOMAS. (Lysosomal enzymes. Synthesis and targeting
to lysosomes).

*¥Couso, R., Lang, L. y Kornfeld, S.

The Washington University School of Medicine. Depart-
ments of Internal Medicire and Biological Chemistry.

*¥Instituto de Investigaciones Bloquimicas "Fundacidn

Campomar” y PFacultad de Cienclas Exactas y Naturales,

UBA, Antonio Machado 151, (1405) Buenos Alres, ARGENTINA

La sintesis y transporte de las enzimas lisosomales
hacia los lisosomas en células de mamiferos, ha sido
objeto de un intensivo estudio en esta Gltima década.
Las enzimas lisosomales sintetizadas “de novo" adquie-
ren en los oligosaciridos reslducs fosfomancsa que ac—
tlan como marcador de reconocimiento que media la unidn
a receptores especificos (receptores de manosa-6P) y
"targeting" hacia los lisosomas.

S1 bien se conocia que organismos eucaridticos simples
poseen enzimas lisosomales, no se sabia si los mismos
utilizaban el "pathway" de la manosa-6P para la trans-—
locacién de las mismas hacia los lisosomas.
En este estudio se demuestra que la ameba del suelo A.
castellani y la ameba vegetativa del "slime mold" celu~
lar D. discodeum poseen una enzima que, utilizando como
sustrato UDP-G1lcNAc, transfiere glucosamina-1P a oligo-
sacdridos de alta manosa. La especificidad de sustrato
de las enzimas de ambas amebas se estudid en paralelo
con 1a ya conoclda UDP-GlcNAc: enzima lisosomal N-ace-
til glucosamina fosfotransferasa de Golgl de higado de
rata, primera enzima responsable de la sintesis del
marcador de reconocimiento (manocsa-6P) en memifercs.
La enzima de A. castellani es simllar a la enzima de
mamiferos en cuanto a que es capaz de reconocer el
determinante proteico comin presente en las enzimas
lisosomales. Por el contrario la transferasa del D.
discodeum no posee dicha propiedad.

TOPOGRAFIA DE LA GLICOSILACION EN EL APARATO DE GOL-
GI Y RETICULC ENDOPLASMICO (Topography of glycosyla-
tion in the Golgi apparatus and endoplasmic reticu-
lum) Carlos B. Hirschberg, Claudia Abei jon, Juan
Capasso, Susan L. Deutscher, Mary Perez and Neziha
Nuwayhid. Department of Biochemistry, St. Louis
Univ. School of Medicine, St. Louis, Missouri, USA.

La glicosilacién y sulfataciéon de proteinas y glico-
saminoglicangs ocurre en el lumen del reticulo endo-
plasmico (RE) y aparato de Golgi (AG). Dado que los
donantes de azicares y sulfato en dichas reacciones
(nucledtidos azlicar y PAPS) se sintetizan en el cito
sol, surge la pregunta: LDe qué manera estos sustra-
tos son transportados hacia el lumen de los anterio-
res organelos? Utilizendo enfogques bioguimicos, de
biologia celular y genéticos, hemos demostrado gque
en la membrana del AG existen transportadores espe-
cificos de nucledtidos azicar y PAPS. Estos sustra-
tos serian tramsportados desde el citosol hacia el
lumen a través de un intercamhio con el nuclefsido
mono fosfato correspondiente.

Por otro lado, en el RE, la N-glicosilacién se ini-
cia con la adicién de la N-acetilglucosamina, mano-
sa y glucosa al dolicol fosfato. Hemos demostrado en
la membrana del RE la presencia de transportadores
de UDP-GlcNAc y UDP-glucosa pero no de GDP-manosa,
1o cuel sugiere gue la sintesis de dolicol-oligosa-
caridos ocurre asimétricamente con respecto a la
membrana del RE.

Podemas cancluir que la glicosilacifén de macromalé-
culas presenta una topografia diferencial con res-
pecto a la membrana de distintos organelos.
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THE MECHANISM OF PROTEIN N-GLYCOSYLATION IN
TRYPANOSOMATIDS. Parodi, A.J.

Instituto de Investigaciones Biogquimicas "Fun-
dacion Campomar”, A. Machado 151, 1405 Bs.As.
N-glycosylation in eucaryotes is initiated by
the transfer of an oligosaccharide (Glc.,Man
GlcNAc,) from P-P-dolichol to asparaginé re§i-
dues ig incompleted polypeptide chains. Once
transferred, the oligosaccharide moieties are
processed(removal and addition of monosacchari-
des)to yield high mannose-, hybrid- or complex
-type saccharides. We have previously reported
that, depending on the species, trypanosomatids
synthesized and transferred to proteins "in vi-
vo" P-P-dolichol-linked Man GlcNAc, .We
have now conducted a cell-fgég 8ﬁagacteri%ati-
on of the enzymatic defects responsible for
this phenotype:all species tested were defecti-
ve in the formation of Glc-P-dolichol, the do-
nor of glucoses in the complete oligosacchari-
de. Species that "in vivo" transferred Man_.Glc
NAc, or Man.,GlcNAc, were devoid of the 7th.,
8th,, and QZh. man%osyltransferases or of the
8th. and 9th. transferases, respectively.On

the other hand we have observed in the patho-
gen Trypanosoma c¢ruzi another so far unique
feature in protein N-glycosylation: the modifi-
cation of the oligosaccharide transferred& upon
differentiation. Whereas in epimastigotes (in-
sect vector stage) and in amastigotes (mammal-
ian intracellular stage) the sole compound
transferred was Man,GlcNAc, , in trypomastigo-
tes (bloodstream stage, infgctive form) both
Man_GlcNAc, and Man_ GlcNAc., were transferred.
The structare of Maz GlcNAg formed by proces-
sing of protein—linkgd Man alcNAc was differe-
nt from that of Man.,GlcNAc trans%erred from
the P-P-dolichol derivativé.Supported by WHO
and CONICET.
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RECEPTUOR DE HORMONA DE CRECIRIENTO (HCJ: ESTRUCTURA,
BIOSINTESIS Y PURIFICACION DE LA GLICOPROTEINA.
(Growth hormone receptor: structure, biosynthesis
and purification of the glycoprotein). Szecbdwka, J.
Dept. of Physiol., U. Massachusetts Med. Center y
Depto. de Ciencias Fisiol., P. U. Catdlica de Chile.

125-T=-HC se ligd con receptores especificos en la
membrana celular de adipocitos de rata. Esta unidn
pe hizo covalente con suberato de succinimidilato.
fUsando electroforesis en condiciones reductoras, el
producto principal de estas reacciones se identificé
como un complejo de un peso molecular (PM) de 130
kDa (receptor + 125-I-~HC).

La lectina de trigo (100 nM) inhibe el ligamen espe-—
kcifico de HC. Para obtener claras evidencias que el
freceptor es una sialoglicoproteina, se realizaron
experimentos con dos glicosidasas: Con neuraminidasa
(5 U/ml) el PM del receptor disminuyé 10 kDa, y con
endoglicosidasa F 20 kDa. Para dilucidar las vias de
biosintesis y la importancia de carbohidratos en el
receptor, se realizaron experimentos con dos inhibi-
dores de la glicosilacidn de proteinas: Con swainso-
pina el PM del receptor sintetizado '"de novo!" dismi-
nuyé 10 kDa, y con tunicamicina 20 kDa. Sin embargo,
aquellas formas del receptor, incompletamente glico-
siladas, se incorporan en la membrana celular y con-
servan su capacidad del ligamen especifico de HC.

E1l Triton X-100 solubilizdé el receptor, preservando
su especificidad y afinidad., El caracter sialoglico-
protéico del receptor permitid su purificacién a ho-
mogeneidad en dos subsecuentes cromatografias de a-
finidad: 1~ con la lectina de trigo, 2~ con HC. E1
receptor purificado tiene PM aproximadoc de 500 kDa y
esta formado por cuatro proteinas, aparentemente uni-
das con puentes disulfuros, de PM: 180, 130, 105 (la
subunidad del ligamen) y 80 kDa.
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PROTEINAS CROMOSOMALES:
PROLIFERACION Y DIFERENCIACION CELULARES

DOMINIOS ESTRUCTURALES DE PROTEINAS INVOLUCRA-

DAS EN COMPLEJOS NUCLEOPROTEICOS DEL NUCLEO CE-
LULAR, (Estructural domains of proteins invol-

ved in nucleoprotein complexes of the nucleus).
Bach, M,, Parera, M. y Palau, J. Depto. Biolo-

gia Molecular, Centro de Investigacién y Desa-

rrollo, C.S5.I.C., Barcelona, Espafia.

Los cambios conformacionales en complejos nu-
cleoproteicos facilitan con toda seguridad el
funcionamiento de diversos procesos celulares,
entre los que cabe incluir la proliferacién y
la diferenciacién. Nuestro laboratorio ha veni-
do estudiando la conformacién del grupo de pro-
tefnas HMG de alto peso molecular -M, Carballo
et al., Embo J. 2, 1759(1983), M. Carballo et
al., Embo J, 3, 1255(1984), En estos trabajos
se demuestra que existe una funcién diferencia-
da de los diversos dominios que incluye la inte
raccién don el DNA y la interaccién con la his-
tona H1, En la actualidad se ha procedido a es-
tablecer una regionalizacién de la interaccibn
con la histona Hi1 y se ha demostrado que el do
minio C-terminal de la histona H1 es la regidn
mas idomea para interaccionar con el dominio
C-terminal de la protefna HMG., Estos resultados
sugieren la existencia de mecanismos de enclaje
en la cromatina que facilitan los cambios de
compactacién originados en diversos procesos
biolégicos., Otra protefna estudiada (el antige-
no nuclear 88.B) esta relacionada con el trans-
porte de fcidos nucleicos de pequefio tamafio (SN
RNA). Los resultados indican que en la molecula
de SS-B axiste un dominio estructural de 30KD
que esta fosforilado a distintos niveles y pre-
senta interaccisn maxima con los conjuntos de
RNA, Existen ademis otros 2 dominios de 17 y 6
KD que probablemente estan implicados en la fun
cidn de tranaporte en la celula de un flujo muy
diverso de 8cido ribonucleico,

ATYPICAL CHROMOSOMAL PARTICLES DURING EARLY EMBRYOGENE-
SIS OF SEA URCRINS. M. Imschenetzky, M. Puchi, and R.
Massone. Departamento de Biologia Molecular, Universi-
dad de Concepcidn, Chile.

During early developmental stages of sea urchins
three sets of genes are sequentially expresscd: those
genes coding for CS chromosomal proteins; those coding
for early histone variants (a type) and those coding for
late variants(a,8,y, and ¢ typesg. This differential
gene expresion determines shifts in nucleosome popula-
tions that have been demonstrated by nuclease digestion
studies. At present the nature of the very early nucleo-
particles is unknown.

To obtain information about the protein components
that are forming the very early nucleoparticles we have
isolated and characterized the CS chromosomal proteins
by conventional methods. The results obtained revealed
that, unlikely the typical histone complement, seven
major proteins are found, specified CSA; CSB; CSC; CSD;
CSE; CSF and CSG. The electrophoretic migration of
these proteins is consistent with histones but their
amino acid compositions are markedly different. In ad-
dition each one of these major fractions is electropho-
retically heterogeneous in two dimensional gels.

To obtain a direct evidence on the involvement of
CS chromosomal proteins in nucleoparticles present in
very early cleavage cells, the isolation of particles
derived from nucleases digestion was performed on 1%
arargsa aels and their protein content was analyzed
by PAG/SDS gels. The results obtained indicate that
seven major proteins are forming these particles,
these fractions comigrate with the CS chromosomal pro-
teins isolated by classical methods.

Taking all these data together it seems clear that
during early developmental stages the chromatin is ar-
ranged into particles different from the nu bodies.

The term embriosomes is proposed to nominate these
particles. (Proyectos: 20.31.06, 2031.11. U. de Concep-
cién. 1082/85 FONDECYT.

Coordinador: Maria Imschenetzky

STUDIES ON SPERMIOGENESIS, FERTILIZATION AND
DEVELOPMENT WITH Chorosytiles chorus. {(Estudios sobre
asparaiogenssis, fertilizacion y desarrollo en

Choroaytilus chorus) L,0,Burzig, M.Brito, J. Carcaso,
A.A. von Chrissar, 1.Concha, J.Figuerca, E.Gutierrez
and J.C.Vera. Instituto de Bioquimica, Universidad

Austral de Chile, Valdivia.

in the spera of most animals the DNA is associated
with basic proteins, which vary significantly in each
particular species. Three major basic polypeptides were
identified in the spera of Ch. chorus. They were
purified using selective solubilization with acetic
acid and HCl, and by chrosatography on Sephacryl §-200
equilibrated with 10 a¥ HC! and & M urea. The wmost
abundant polypeptide has a MW af 4,500 and the aaino
terminal residue is Pro. More than 50X of the amino
acids correspond to Lys plus Arg.This characteristics
are typical of protasine-like proteins. The other two

coaponents shared several properties of histones Hl.
Several evidences suggest that these polypetides could
be used a8 differentiation sarkers during

speraiogenesis in Ch.chorus.

The optimal conditions ¢er fertilization and
development of Ch.chorus esbryos were established
toocyterspers ratio ta avoid polyspermia; incubation
teaperature; salinity and number of eabryo per al).At
72 h post fertilization aore than 70% of the fertilized

cocytes developed the primary shell. The different
developsent stages have been used to study the switch
of histones during the differentiation process.
(Supported by Grants S§-85-10; FONDECYT 1039-853

Graduate Progras Project of OAS).

SUBCELLULAR LOCALIZATION OF HUMAN HISTONE mRNA AND
THRE INVOLVEMENT OF THE 5' LEADER SEQUENCE IN HISTONE
mRNA STABILITY (Localizacibn subcelular de RNAm de
histona bumana y la relacibn de la secuencis "leader"
5' en la estabilidad del RNAm de bistona). Stein, G.
and Stein, J. University of Florida, College of Me-
dicine, OGainesville, F1, USA.

It is well established that cell cycle dependent
buman histone mRNA is seleotively destabilized when
DNA synthesis is terminated. Mechanisms accomplisbing
this selective destabilization may require specific
targeting sequences or structures within the mRNA it-
self. In addition, the microenvironment in which the
hietone mRNAs reside contribute to the ability of the
cell to modulate histone mRNA stability in conjunc-
tion with DNA synthesis.

To identify destabilization targeting sequences
or struotures in a cell cycle dependent buman H3j bhie-
tone mRNA, we have constructed fusion genes in which
fragments of the histone mRNA coding region are fused
to fragments of genes not expressed in a cell cycle
dependent manner. Two of these fusion constructs sugg
est that the first tweniy nucleotides of the Hj histo
ne mRNA leader region are sufficient to couple histo-
ne mRNA stability with DNA replication.

To assess the possible relationship between the
microenvironaent of the histone mRNAs and the regula-—
tion of histone mRNA levels, we have examined the sub
cellular distribution of histone mRNA. The distribu-
tion of histone mRNAs on free and membrene bound po-
lyosomes was examined &s well as the association of
bistone mRNA oontaining polyosomes with the cytoskele
ton. Histone mRNAs were localized predominantly on
the free polyosomea. In addition, histone mRNAs were
found on the cytoskeleton fraction wbich suggests
that the histone mRNA containing polyosomes are asso
ciated witbh tbe cytoskeleton.
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PROTEINAS CROMOSOMALES EN TRYPANOSOMA CRUZI (Chromoe_g
mal proteins in Trypanosoma cruzi). Toro, C.3 Morales
M. y Galanti, N. Departamento de Biologfa Celular y

Genética, Pacultad de Medicina, Universidad de Chile.

Trypanosoma cruzi es un protozoo hemoflagelado,
agente causal de la enfermedad de Cbagas. Presenta
tres formas $ amastigote (intracelular y replicativa),
epimastigote (extracelular y replicativa) y tripomes-
tigote {extracelular, no replicativa e infectiva)., En
este trabajo se describe la presencia de bistonas y
de protefnas cromosomales de alta movilidad electrofo
rética (EMG) en T, cruzi.

Se obtuvo cromatina de epimastigote en cultivo
y se extrajo histonas en HySO4 0.4 N y prote{nas HMG
en 4cido perclérico 0.75 M. las protefnas oromosoma-—
les dializadas y liofilizadas se analizaron en geles
de poliacrilamida en una y en dos dimensiones.

Se demostrd la presencia de 6 protefnas bYEsiocas
de bajo peso molecular y carentes de triptofano, com
caracteristicas de migracibn similares a histonas de
espermios de erizo de mar, higado de ™ata y timo de
ternera. la electroforesis en dos dimensiones mostr§
la presencia de variantes en la mayoria de las bisto-
nas de T. cruzi. Por solubilidad en &cido tricloroacé
tico 5{, en fcido perclérico 0.75 M y en diferentes
concentraciones de NaCl, una de eatas protefnas pre-
sentb caracterfsticas similares a H,.

Por otra parte, se encontrd protefnas con carsc
terfisticas de solubilidad y de movilidad electroforé-
tica que corresponden a las HMG de timo de ternera.

Bn consecuencia, la cromatina de T, cruzi pre—
senta constituyentes proteicos similares a los desori
tos para eucariontes superiores, aunque existen dife-
rencias evidentes. Estos resultados permitirdn estu—
diar la eventual participacifn de estas protefnas oro
mosomales en procesos de proliferaciln y diferencia-
cidn de s ocruzi. (Proyectos B-2365/8613 D.I.B.}
FONDECYT y UNDP/WB/WHO/ TDR ID 820599).
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INGENIERIA GENETICA Y BIOTECNOLOGIA

AVANCES RECIENTES EN LA SINTESIS DE DNA Y RNA.

SINTESIS QUIMICA DE GENES,CLONAMIENTO,EXPRESION.

(Recent developments in DNA/RNA synthesis.Che-
mical gene synthesis, cloning angd expression).
Alvarado Urbina,G.“,Chiarello,R. ,Crea,R.c
a-Meiogenics Research Corporation,1716 Woodward
Dr. Ottawa,Canada. b-IGB Products Ltd., 14310
Catalina St. San Leandro, CA 94577 USA.
c-Creative Biomolecules Inc. 35 South St.Hopk-
inton, MA 01748 USA.

El desarrollo reciente de la sintesis automati-
zada de dcidos nucléicos sobre soporte polimé-
rico ha permitido la construccidn de oligonu-
cledtidos en forma eficiente y rdpida, como re-~
sultado la sintesis total de genes es factible.
Ejemplos de disefios y de sintesis de genes de
455 a 1600 pares de bases seran presentados.
Estrategias de disefio de genes de tipo'cassette
seran analizadas,conjuntamente con la expresién
en Esquerichia Coli, mediante vectores disehna-
dos para alto nivel de expresién. Obtencidn de
andlogos—- mutagénesis sitio-especifica.
La sintesis automatizada de fragmentos de 15 a
52 bases se efectud utilizando diversos sopor-
tes poliméricos con la activacién in situ de
fosforamiditas(l). El sintetizador automatico
es controlado por un computador personal- IBM
o Commodore-64. La descripcién completa del
aparato, como asimismo diferentes programas
seran presentados.
Andlisis completo de los fragmentos sintéticos,
métodos de purificacién,ligamiento,clonamiento
y expresidn seran presentados. La comprobacién
de estructuras se efectud por secuenciacidén del
DNA mediante los métodos de Sanger y de Maxam
y Gilbert.
(1).Alvarado Urbina G.,et al. (1986) Biochen.
Cell Biol. Vol. 64, 548-555.

MECANISMO Y VELOCIDAD DE MUTACION DEL DNA
MITOCONDRIAL DEL, TRYPANOSOMA CRUZI. SU UTILIZACION
EN EPIDEMICLOGIA. (Mechanism and rate of evolution
of the mitochondrial DNA in Trzggggsoma cruzi. Its
uses in epidemiology.). C. Ibanez, R. Macina, J.L.
Affranchino y A.C.C. Frasch. "Fundacién Campomar”,
A. Machado 151, 1405 Buenos Aires, Argentina

Resultados obtenidos en diferentes laboratorios
sugieren que uno de los dos componentes del DNA
mitocondrial de los tripanosomitidos, los minicirc-
ulos, varian rapidamente en su secuencla. En el
caso del pardsito sudamericano Trypanosoma cruzi,
ruestro grupo demostrd que stocks de laboratorio
poseen clases diferentes de minicirculos (FEBS
Lett., 169:139, 1984 y Mol. Biochem. Parasitol.
11:169, 1984), constituidos cada uno de ellos por
grupos de moléculas casl homogéneas (Biochim.
Biophys. Acta 782:26, 1984) que difieren afin ertre
clones de pardsitos obtenidos de un mismo aisla~-
miento (Mol. Biochem. Parasitol. 16:61, 1985).
Para conocer el mecanismo molecular que genera esta
diversidad se secuenclaron tres nDlégulas per-
tenecientes a una misma clase de minicirculos. En
cada molécula se acumulan independientemente muta-
ciones puntuales (l/64 pares de bases), prinm
cipalmente transiciones (19/23). La velocidad de
mutacidn fue estudiada amalizando una clase de
minicirculos en 11 subclones obtenidos a partir de
un clon del pardsito luego de 600 generaciones de
crecimiento contimuo (791 dias). Dos sitios
polimdrficos (Tagl y HaeIII) fueron detectados, 1o
que permitid calcular una velocidad de mutacidn
preliminar y minime de 2 x 10~ substituclones por
par de bases por generacidn. La utllizacidn de
moléculas clonadas como marcadores genéticos
demostrd que existe un mimero limitado de pardsitos
en la naturaleza y que parasitos obtenidos de huma-
nos y triatomas en reglones alejadas de Argentina y
Chile son similares.

Coordinadores: Carlos Jerez, Alejandro Venegas

USO DEL BACTERIOFAGO Mu COMO HERRAMIENTA GENETICA.
(Use of Pactetiophage ﬁ% as a genetic &ool). de Men-
doza, D.”, Gramajo, H.C." y Vigle, A.M. 2
Departamento de Microbiologia™ y CEFOBI“. Facultad
de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas. Universidad
Nacional de Rosario. Suipacha 531, 2000 Rosario, Repid
blica Argentina.

El bacteriéfago Mu es un transposon gigante ence-
rrado en la cubierta de un virus que utiliza la trans
posicién como estilo de vida. Los fagos mini-Mu son
derivados del bacteriéfago Mu que poseen deleciomes
internas y que carecen de las funciones liticas del
fago parental. Cuando se induce la replicacién de
los mini-fagos cada réplica es producto de un proceso
de transposicién y durante la replicacién puede promo
ver reordenamientos gendmicos tales como fusién de
replicones y transposicién de genes a plasmidos.

Nuestro grupo de trabajo utilizé estas tltimas
propiedades de mini-Mu para realizar experimentos

in vivo tales como: mutacién de genes clonados en

cbésmidos, fusidn de operones, construccién de biblio-
tecas genéticas y expresién regulada de genes.

ARENAVIRUSES HAVE AN 'AMBISENSE' CODING STRATEGY.
Victor Romanowski. C4itedra de Quimica Biol6gi-
ca, Pacultad de Ciencias Exactas, Universidad
Nacional de La Plata, La Plata, Argentina.

The Arenaviridae family comprises some 13
immunologically related enveloped viruses. Some
of them cause severe although not widely spread
human diseases such as Lassa fever and Bolivian
and Argentinian haemorrhagic fevers.

The genetic information of arenaviruses is
contained in two species of single-stranded RNA
designated L and S. Genetic and biochemical
analyses have demonstrated that L RNA codes for
a large polypeptide (RNA polymerase?)} and the
S RNA codes for the nucleocapsid N protein and
the GPC polypeptide, an intracellular precursor
for the envelope glycoproteins Gl and G2.

Complementary DNA cloning and sequencing of
arenavirus S RNA confirmed these coding assign
ments, and showed a novel coding strategy.

A GPC protein translated from a viral sense
mRNA (5' half of S RNA) and a N protein trans-
lated from a viral-complementary mRNA (3' half
of S RNA)} are the basic features of the 'ambi-
sense' coding strategy of
arenavirus S RNA.

Subgenomic RNA
species with the
size and polarity 5
predicted for the e
N and GPC mRNAs B75 »
have been found B[S
in infected cells.

The structure
of the S RNA of LCM arena
virus is depicted on the diagram (nucleotide
numbers are indicated).
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ELEMENTOS CIS QUE REGULAN LA EXPRESION DE LOS LSPl GENES
EN Dros. melanogaster. (Cis-acting elements that regulate
the expression of the LSPl genes in Dros.melanogaster).
Sunkel,C.E., Delaney,S.J. and Glover,D.M. Cancer Rese-
arch Campaign, Department of Biochemestry, Imperial Co-
llege, LONDON SW7 2AZ, England.

The Larval Serum Protein 1 genes (LSPl) have been used
as a model system for the study of developmental gene
regulation in Eukaryotes. The 3 genes are located in di~-
fferent chromosomes, are expressed coordinately during
the 3rd larval instar and only in the fat body. We set
out to characterize the 5'end cis-acting elements that
reqgulate these genes. The 5'end of all 3 genes was se-
quenced and the data analyzed using computer analysis.
The biological assay defined to study the cis-elements
involved the use of whole organism transformation tech-
niques. A chimeric gene containing 5'end sequences
from LSP1 a or b directing the expression of a marker
gene CAT (chloranphenicol acetyl transferase) was intro-
duced in embryos and stable lines stablished of the di-
fferent chimeric genes.

The results of the sequence analysis revealed that the
structure of all 3 genes is very similar. Within the
coding region a and b share the closest homology which
breakes down outside it. 5'end shows only two small re-
gions of homology between all 3 genes located within the
first 400bp. These could be related to cis-acting con-
troling elements which have been mantained even though
the genes have been dispersed. Other regions of homolo-
gy were found. They included the TATA box, the CAP site
and a probable protein secretion signal located within
the coding region. The results of the whole organism
transformation indicate that temporal and tissue speci-
fic control signals are contained in 5'end regions of
388bp for LSPla and 480bp for LSPlb. Although tissue
and temporal expression is retained, the level drops
considerably. Temporal and tissue specific expression
is abolished when only 80bp of 5'end sequence are used
and the level of expression is very low.
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ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE LAS PROTEINAS

EL ESTADO PLEGADO DE LAS PROTEINAS: FORMACION, ESTABI-
LIDAD Y SU RELACION CON LA FUNCION. (The folded state
of proteins: acquisition, stability and its relation
with function).

Babul, J., Departamento de Quimica, Facultad de Cien-
cias, Universidad de Chile.

Las protefinas adoptan conformaciones plegadas com—
plejas y, pese a su diversidad en arquitectura molecu-
lar, tienen propiedades comunes que constituyen una
“imagen de consenso". El 90% de los residucs de
aminodcidos de la mayorfa de las proteinas participa
en hélices o (38%), léminas 8 (20%) y dobleces (32%).
En las proteinas de gran tamafioc se observan dos o
tres unidades estructurales globulares o dominios.

No se conocen los mecanismos que determinan el
estado plegado, pero se sabe que son determinantes la
secuencia de aminolcidos y la proporcidn relativa de
residuos polares y no polares. Aln cuando existe
suficiente flexibilidad en los principios que relacio-
nan la secuencia con el plegamiento, sélo una fraccién
muy pequefia de los polipéptidos posibles es capaz de
plegarse en una conformacién estable. La estabilidad
estd dada principalmente por el gran nimero de interac-—
ciones débiles presentes simulténeamente y la estructu-
ra del solvente acuoso.

Una estrategia Gtil para separar las variables
estructurales y funcionales es producir por mutacién
génica el cambio de uno o pocos aminodcidos que
provoque diferencias funcionales. Se presentard el
caso de una mutante de fosfofructoquinasa~2 que produ-
ce un defecto en el crecimiento de E. coli. La enzima
contiene un cambio en uno o dos aminoAcidos y difiere
de la enzima normal en su estabilidad, orden de
interaccién con los sustratos y productos, suscepti-
bilidad a la inhibicién por MgATP y en el efecto de
los sustratos sobre la estructura cuaternaria.

Financiado por DIB-Universidad de Chile,
PNUD-UNESCO CHI 81-001 y OEA.

Fondecyt,

CONFORMATIONAL TRANSITION OF POLYMER CHAINS IN DILUTE
SOLUTION, (Transicién conformacional de cadenas poliméri
cas en solucién diluida). Gargallo, L., Radi&, D.a,HEE:
nandez-Fuentes, |.°, Horta, A.P.a)lLaboratorio de Flsico-
Quimica Molecular, Facultad de Quimica, Pontificia Uni-
versidad Cat6lica de Chile.b) Universidad Complutense de
Madrid, Espafa.

The viscometric and dielectric behaviour of poly(diben-
zyl itaconate) (PDBy}) in 1-4 dioxane as a function of
the temperature were studied. The viscometric relation-
ships in 1-4 dioxane at different temperatures were

o3 stablished. The viscome-
\"-~._‘//‘\\\.\____ .

tric results show discon-
tinuities in the intrinsic
viscosity [n}, specific
viscosity Ngp/c and Mark-
Houwink-Sakurada exponent.
Dielectric constant (¢)
measurements were carried
out as a function of tem-
perature from 16 to 33°C
(see figures 1 and 2).

°
T

[n)tagh
o o
308
T
oD

“""—-‘\J/‘\\\‘._-4‘
010 | £,

The results from the di-

L] k. 25 0 as
Temperature (°C) electric behaviour agree
Figure 1 with the viscometric re-
- sults. For PDBpl in 1-4
dioxane, an anomalous be-
o haviour of intrinsic vis~
) cosity (coil volume) and

dielectric constant (chain
polarity) occurs around
25°¢C.

In conclusion, a confor-
mational transition of po-
lymer chain is probably
responsible.
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Figure 2

Coordinador: Jorge Babul

PREDICCION DE ESTRUCTURA SECUNDARIA. UNA HERRAMIENTA
UTIL PARA EL CRISTALOGRAFO DE PROTEINAS.

(Secondary structure prediction. A useful tool for a
protein crystallographer). Hilda Cid, Departamento de
Biologfa Molecular, Facultad de Ciencias BiolSgicas y
de Recursos Naturales, Universidad de Concepcifn.

La determinacién de la estructura terciaria de una
protefna requiere de la obtencifn de cristales de bue-
na calidad de la enzima nativa y de sus derivadas de 4-
tomo pesado, proceso que puede demorar varios afios. En
el intertanto, importante informacién acerca de la con-
figuracién espacial de la enzima y de su sitio activo
puede obtenerse por una combinacién de estudios qufmi-
cos y prediccién de estructura secundaria, a partir de
la secuencia.

Esta idea ha sido desarrollada a través de varios
afos en el laboratorio de Bioffsica de la Universidad
de Concepcién, donde se ha desarrollado un método de
prediccién y se ha aplicado en combinacién con el méto-
do de Chou y Fasman en las siguientes protefnas: diver
sas protaminas de peces, fructosa 1,6-bisfosfatasa, neu
rotoxinas de venenos de serpientes, protefnas salivales
ricas en prolina y B~lactamasas obtenidas de diversas
fuentes.

En la totalidad de estos casos ha sido posible pro-
poner un modelo estructural capaz de explicar los datos
experimentales disponibles y sugerir nuevos experimen-
tos para su verificacién.

Dado que se trabaja con una prediccién, y no una de
terminacisn, se complementa la estructura propuesta con
medidas de pardmetros ffsico-qufmicos, como dicrofsmo
circular y determinaci6én de radio de giro por medidas
de fluorescencia. Se propone utilizar c#dlculo de ener-
gfas conformacionales minimas para ajustar zonas de
prediccién dudosa.

PREDICCIONES SOBRE LA ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE LA

HORMONA DE CRECIMIENTO, BASADAS EN LA SECUENCIA DE AMINO
ACIDOS Y EN MODIFICACIONES QUIMICAS. (Predictions on the
growth hormone three-dimensional structure, based on its
amino acid sequence and chemical modifications.) Santo-
mé, J.A., Ermacora, M., Rivero, L., Nowicki, C., Wolfens
tein-Todel, C., Cascone, 0. y Biscoglio de Jimenez Boni-
no, M.J.

Instituto de Quimica y Fisicoquimica Bioldgicas (UBA -
CONICET).

En nuestro laboratorio se han modificado, con distin-
tos reactivos quimicos, los residuos de triptofano, ti-
rosina, lisina, metionina, arginina, histidina y icidos
aspartico y glutdmico de las hormonas de crecimiento de
mamiferos - en condiciones que no provocaron modificacio
nes conformacionales detectables por dicroismo circular.

La cinética de las reacciones se siguid determinando
el grado de modificacién de cada residuo, previo fraccio
namiento enzimitico de la molé&cula y aislamiento de los
péptidos que los contenian.

Se individualizaron, asi, segmentos de la cadena poli-
peptidica cuyos distintos residuos de amino Acidos reac_
cionaron facilmente frente a los respectivos reactivos
especificos, y otros, con residuos que lo hicieron par_
cialmente o que no reaccionaron. Podria deducirse que
esos segmentos son, respectivamente, total, parcialmente
y no accesibles al solvente.

Con esta informacidn, sumada a la resultante de deter-
minar: a) la distancia entre tirosinas y lisinas median_
te reactivos bifuncionales, b) la estructura secundaria
con métodos predictivos y ¢) la hidrofobicidad™e hidro_
filicidad de las distintas regiones de la cadena poli_
peptidica - se propone un modelo tridimensional de la
hormona de crecimiento bovina.
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AVANCES RECIENTES EN EL ESTUDIO DE RECEPTORES Y
PROCESOS DE TRANSDUCCION

FOTOTRANSDUCCION EN UN FOTORECEPTOR DE INVERTE
BRAPO, (Phototransduction in an invertebrate
photoreceptor). Bacl*alugo, J., Johnson. E.
Lisman, J. Depto.Blologla, Fac. Ciencias, U.
de Chile y Dept.of Biology Brandeis Univ. Wal-
tham, MA, E.E.U.U.

La fototransduccién Involucra una cadena de
eventos que culmina con un cambio de actlvidad
de canales i8nicos. Nuestro Interés esta enfo
cado a entender las Gltimas etapas de la trans
duccién. Hemos caracterizado los canales actl
vados por luz haciendo registros de patch -
clamp en célula (J. Gen. Physiol 87: 73; 1986),
En registros obtenlidos durante un estfmulo lu~-
minoso se pueden distinguir 2 tipos de eventos
unitarios, con conductancias de 15 y 40 pS. Am
bos tienen un potencial de inversién entre 0 y
10 mV y una probabilidad de apertura marcada-
mente dependiente del potenclial. Con el obje-
to de estudiar los canales en condiciones més
definidas que en ta célula, retiramos la plpe-
ta del fotorreceptor dejando el lado intracely
lar de la membrana expuesto al bafo., EI bafio
se perfundié con diversas soluciones contenien
do como i6n princlipal K y distintas concentra~-
ciones de Ca libre. El Ca particips en la
adaptacién del receptor a la luz inhibfendo la

conductancia activada por luz. En 10" 7M Ca
observamos una alta actividad del canal de 15
pS, que en estas condicliones perdié la depen-
dencia de ta luz. 10°%M Ca inhibieron el ca-
nal. Esto indica que una accién directa del
Ca sobre el canal podrfa producir la adapta -
cién. Estudios dirigidos a ldentiflicar el
transmisor responsable de la excitacidén son
ahora posibles en este sistema y los estamos
1levando a cabo.

Proyecto NSF INT-8610625.

ransduction and electrical resonance in hair

ells from the vestibulo-auditory system).
ggh%gga_J‘h Departamento de Fisiologia y.
lofisica, Fac. de Medicina, Univ. de Chile.

, . El proceso de transdyccion mecano-
eléctrica en el sistema vestibulo-auditivo de
los vertebrados se lleva a cabo en las células
ciliadas del cido interno. Estas células,
ubicadas en estructuras especializadas en la
transmision de vibraciones mecanicas, se carac-
terizan por poseer en su superficie apical un
haz de pseudo-ciligs(estereociligs} que se
mueven siguiendo al estimulo mec 109.E§tudlos

a

TROYRBYCCARY X SREGHAER BUPSTRIGH B CELuLAS
81

recientes, utilizando la tecnica de "patch-
clam + N gelulas ?éléadaghvgsgibglgres
completas de rana (Hudspeth,A. J.,Science
5355 5 de polle {ohmoritH u bhysiol®3e5, 188y,
muestran que el desplazamiento del haz j
cilios en la direccidn de su eje de simetria
groduce ung modulacion de_la gorriente de
ransduccion que entra a la celula. Kstimulos
cgi;brados de alrededor de 1 um de amplitud
maxima dan una relacidén sigmoidea entre
cogrriente y desplazamiento, con la corriente
maxima_ al mover los estereocilios en el senti-
do de los mAs largos y la minima al moverlos
en el sentido opuesto. Analisis de ruido
indica que el aumento de la corriente de
transduccion se produce por la apertura de

unos 0 canales, de alrededor de 13 pS de
gond:gtangla ubicedos en la superficie apical
e c

a,.célula ci iada. Por otra Earte, cuando
estas células se estimulan con pulsos_de,
corriente depglarizante muestran oscilaciones
amortiguadas del potencial de membrana a
frecuencias que son caracteristicas de, cada
celula. Esta resonancia eléctrica podria ser
exgllqada por la interaccion entre canales
voltaje dependientes de Ca++ y canales de K+
activedos pgor Ca++ que han sido identificados
en la superficie basolateral de las células.
En estos animales y en la tortuga la resonan-
cia eléctrica de las células ciliadas actua
como un filtro gqye reduce la amplitud de las
respuestas a_esfimulos de frecuencias dife-
rentes a la frecuencia caracteristica de cada
ceélula ciliada.

Coordinador: Pedro Labarca

EXPRESION DE RECEPTORES EN OOCITOS DE XENOPUS.
(Expression of receptors in oocytes of Xenogus).
Inestrosa, N.C. Grupo de Neurobiologia Molecular,
P. Universidad Catblica de Chile, Santiago.

El sistema del oocito de Xenopus laevis ofrece
grandes ventajas para estudiar la traduccidm de RNA
mensajeros. En efecto, el oocito poseé una gran efi-
ciencia en la traduccién de mRNAs exdgenos, junto a
una gran fidelidad en la produccibén de proteinas ma-
duras. En 1981, Barnard y Miledi describieron por
primera vez la aplicacidn de este sistema a un pro-
blema neurobioldgico. Después de microinyectar mRNA
obtenido del drgano eléctrico de Torpedo a oocitos,
estos sintetizaron e incorporaron a su membrana,re-
ceptores colinérgicos nicotinicos, los cuales eran
funcionalmente activos ya que respondian con una de-
polarizacidén de la membrana a la aplicacidn de ace-
tilcolina y la respuesta era eliminada en la presen-
cia de alfa-bungarotoxina.

Considerando que aparte del receptor colinérgico
la mayoria de los otros receptores se encuentrin en
el cerebro donde es muy dificil estudiarlos, es que
el cocito de Xenopus aparece como un excelente sis-
tema para analizar receptores de interés neurobiold-
gico. Entre los receptores ya expresados en oocitos
tenemos los de Serotonina, Glutamato,Glicina y GABA.
Los mRNAs utilizados fueron obtenidos de cerebro de
distintos animales,incluyendo:pollo, rata y hombre.
Las respuestas del oocito a los agonistas son rapi-
das (1 seg) o lentas (10 seg), las corrientes pueden
ser o no oscilatorias y los potenciales reversos va-
rian entre OmV y -20mV. De los receptores estudiados
el que se expresa mas eficientemente es el de Sero=~
tonina.

Financiado por DIUC y Stiftung Volkswagenwerk

EPITHELIAL RESPONSES OF MAMMALIAN TONGUE AND
THEIR tNVOLVEMENT IN TASTE TRANSDUCTION,

Simon, S.A. Departments of Physiology and
Inestﬁo:lology. Duke University Medical Center
Durham, North Carolina 27710,

The responses of mammalian tongue, placed iIn
a modifled yssing chamber, to salt (KC), NaCl,
NHsC1, TEAC1), sweetener (D-Glucose, Sucrose)
and bitter-tasting quinine were Investigated.
These experiments were conducted to further
explore the new paradigm of taste transduction
that correlates the electrical behavior of
lingual epithellum with neural responses-under
symmetric lonic conditions. The epithelial
responses are inhibited by ouabain and removal
of oxygen, demonstrating that the tongue is an
actively transporting eplithelium. When iIncre
ases In short circult current, for rebbit
tongue, induced by hyperosmotic concentrations
of several salts were compared, the following
sequence was found: KCI1 > NH,C) > NaCl > TEACI
These results are consistent with previously
published Integrated chorda tympani responses
as well as behavorial studies which showed
that rabbits prefer KC1 to NaCl. In compari-
son, the sequence for dog tongue was NaCl >
NH,C1 > KC1 > TEAC). Pharmacological studies
using ousbain and amiloride suggest that K*,
Na” and H* al) traverse the tongue through
different pathways. Different responses to
NaCl and Sucrose between the front and the
rear regions of the tongue, as determined
neurophysliologlically or psychophysically, are
also found In isolated epithellum,
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BIOLOGIA, IDEOLOGIA Y SOCIEDAD

EL CARACTER SOCIAL DEL QUEHACER CIENTIFICO.
(The Social Character of Scientific Practice).
Echeverrfa, R. Instituto de Sociologfa, Univer-
BIdad CatdliIca de Chile.

Lgs desarrollos producidos en las ciencias bio-
légicas han representado avances significativos
en el reconocimiento de determinantes bioldgi-~
cos de la conducta humana, incluyendo el com-
portamiento social, Con ello se ha replanteado
la relacidn entre lo bioldégico y lo social, lo
que se ha traducido en diversos esfuerzos des-
de las ciencias biolégicas de explicacién de
fenémenos que previamente parecfan reservados

a disciplinas como la sociologfa. La sociobio-
logia representa tan sélo un esfuerzo, entre
muchos otros, en esta direccién.

En esta nueva compenetracién entre la biclogia
y las ciencias sociales, la primera es la que
ba modificado los térmwinos previos de la rela-
cién, al producir resultados que despiertan un
interés creciente entre los cientificos socia-
les. Sin embargo, una vez que los sociblogos
dirigen su atencidén hacia la biologia -wmds alléd
de la discusién que pueda establecerse sobre
los usos y abusos que socialmente se hagan de
sus resultados- no siempre se comprueba un ade-
cuado reconocimiento de parte de los biélogos
sobre el cardcter social de todo quehacer cien-
t{fico, el bioldgico incluido, y, por lo tanto,
de los determinantes sociales que inciden en
dicho quehacer. Se trata, en consecuencia, de
ingistir en el condicionamiento al que se halla
sometida la préctica investigativa de las cien-
cias bioldégicas, desde el punto de vista de
factores socialea diversos, como lo son los i-
deoldgicos y los institucionales.

¢ EXISTE FUNDAMENTOS BIOLOGICOS PARA EXPLICAR LA AGRE_
SION?.

L. Valladares. Unidad de Biologia de la Reproduccidn,
INTA, Universidad de Chile.

En 1915, E.0. Wilson publicd su libro ' Sociobiolo
gia:la nueva sintesis''. En esta obra Wilson tratd de prE
sentar, basdndose tanto en los hechos como en la teoria,
una visidn panordmica acerca de la naturaleza y fundamen
tos biolbgicos del comportamiento animal social, la socio
biologfa. La reaccidn inicial del tibro fue muy favora-
ble, sin embargo, al cabo de algunos meses se produjo un
furibundo ataque, por parte de un grupo de notables cien
tificos que se autodenominaron '' Grupo de Ciencia para
el Pueblo dedicado al Estudio de la sociobiologia''. No
solo las ideas de Wilson fueron atacadas, sino que se
acusS al propio autor de estar aliado con los pensadores
politicos m3s reaccionarios. A partir de ese instante se
inicié uno de los mis interesantes y polémicos desafios
de la ciencia biolBgica de Tos Gltimos afos. Creemos que
es provechoso someter a consideracidn la controversia de
la sociobiologia, y para esto he tomado como modelo la
agresidn

El estudio de los origenes del comportamiento agre
sivo, criminal y antisocial es uno de los aspectos del
proceder humano que continuamente ha absorbido el inte-
rés de los cientificos. Es mi intencidn examinar qué ar-
gumentos pueden esgrimirse a favor de 1a sociobiologia
de la agresidn y cuales en contra de ella; la controver-
sia de la sociobiologia es una controversia bioldgica y
debe, por tanto ser analizado desde un punto de vista de
esta ciencia.

Coordinador: Ennio A. Vivaldi

& HAY FACTORES GENETICOS QUE CONDICIONAN EL ACCESO DIFE-
RENCIAL A LOS ESTRATOS SOCIOECONOMICOS ? .

valenzuela C.Y. Departamento de Biologla Celular y Gené&-
tica. Facultad de Meldicina, Universidad de Chile.

Existe un gradiente socioecondmico en Chile. Los estra-
tos sociocecondmicos altos presentan frecuencias de grupo
sanguineo A y Rh(-) superiores. La hipStesis que susten-
tdbamos y parecia explicar este gradiente se basaba en
dos factores histdérico-culturales: a) La particular mis-
cegenacidn inicial de la poblacién chilena y su relacidn
con la estratificacidn social y b) El matrimonio discri-
minado por estrato socioecondmico. Los métodos de contras
tacidén de estas hipbtesis son los estudios de muestras de
dadores de sangre clasificados segiln la estratificacidn
propuesta por el Prof. O. Sepillveda y las t&cnicas norma
das de marcadores genéticos o los estudios de muestras
de individuos tomados de grupos de estratos conocidos.
Nuestras hip8tesis se han revelado insuficientes para ex
plicar los siguientes resultados : 1) Se encontrd el mis
mo gradiente sociogenético para ABC en Inglaterra.

2) El estrato mds alto chileno tiene frecuencias gendti-
cas mis altas de los alelos A y Rh(-) que las poblaciones
europeas. 3) El gradiente interactiia con el sexo en Chile
e Inglaterra. 4) No se encontrd el gradiente para el ale-
lo B que deberia comportarse igual que el A.

PRI 831040279 DIB U. de Chile.

EL DETERMINISMO BICLOGICO (Biological determinism) .
Vivaldi, E.A. Departamento de Fisiologia y Biofisica.
Fac. de Medicina, Universidad de Chile.

Un sistema social debe reproducir sus propias condicio
nes de existencia no solo para su mantencidn a futuro,
sino como requisito para su estabilidad presente. La préc
tica social de sus integrantes debe generar la aceptacidn
de un conjunto de convicciones acerca del cardcter de in
variantes de los determinantes de la organizacidn social.
Estos determinantes pueden ubicarse fuera de los seres
humanos, o ser considerados parte de su naturaleza intrin
seca. En este iltimo caso, la organizacidn social existen
te puede ser explicada como el resultado necesario e in-
mutable, la compleja expresidn fenotipica, de una reali-
dad bioldgica previamente presente en sus individuos.

Conceptos como evolucién, adaptacién y seleccidn natu-
ral han inspirado entusiastas especulaciones sociobiold-
gicas gue hacen aparecer el presente como una optimiza-
cién insuperable. A veces, simples analogias entre ras-
gos de sociedades humanas y de otros seres vivos, han
servido de fundamento para sostener un determinante bio-
18gico comiln. Sin embargo, las bases neurales del compor
tamiento humano socialmente relevante, asi como la espcj
cificacidén genética de esas bases neurales, son areas
del conocimiento cuyo desarrollo actual estd lejos de
permitir el reduccionismo pretendido. Ciertamente, son
insuficientes para declarar obsoletos conceptos como li-
bertad humana o cambio social.

Si bien las interpretaciones bioldgicas del guehacer
social parecen infundadas, ellas ofrecen un interesante
campo para interpretaciones socioldgicas del quehacer
biolégico. En particular, para estudiar la influencia que
sobre los bidlogos ejercen tanto el sistema de poder po-
1itico en que su quehacer se inserta, como aquellas ideas
que la sociedad tiene sobre si misma y que contribuycn
a su propia estabilidad.



