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ESTANDARIZACION DE UN CULTIVD DE HIBRIDOMA
CE—-HEF1 EN PERLAS DE ALGINATO DE CALCIO
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DEMOSTRACION DE UNA VIA INTRACELULAR DE PROCESAMIENTO
DE ANTIGENOS EN CELULAS DE LANGERHANS AISLADAS DE
EPIDERMIS DE  RATON. (An  intracellular antigen-
processing pathway in Langerhans cells isolated from
murine epidermis). Concha M y SAnchez H. Instituto de
Histologla y Patologla, Facultad de Medicina,
Universidad Austral de Chile.

Recientes evidencias indican que la célula de
Langerhans (CL) posee la capacidad de procesar antige-
nos para su preeentacidén al linfocito T. Para identi-
ficar los compartimientos subcelulares involucrados en
el procesamiento, obtuvimos suspensiones de células
epidérmicas de ratdn enriquecidas en CL (70 - 84 X de
pureza) utilizando incubacidn con anticuerpos monoclo-
nales anti-la y placas de poliestireno cubiertas con
anti-1gG de ratdn. Exponiendo las cédlulas 1 hr (37°C) a
hemocianina-oro (LPH-oro) y deteniendo la reaccidn con
NaNa 0.02 X , se comprobd a microscopla electrd-
nica que LPH-oro se asociaba en las CL a la membrana
plasmidtica, granulos de Birbeck, vesiculas cubiertas,
endosomas y lisosomas. Reduciendo la exposicidn a 10
min, la mayor parte de la marca fué localizada en la
membrana plasmdtica, granulos de Birbeck y vesiculas
cubiertas. A las 3 hrs Be encontraba en relacién a la
membrana plasmdtica, endc ¥y lisc . Debido a
que las CL previamente expuestas a LPH-oro (lhr) for-
maron conjugados celulares antigenc-especificos co-
cultivadas (1 hr 4°C) con linfocitos T singeneicos
sensibilizados, concluimos que al menos parte del ma-
terial marcado localizado en la superficie de las CL
habla sido procesado. Nuestros hallazgos sugieren que
en la CL las organelas mencionadas forman parte de una
via especifica de endocitosis, procesamiento y presen-
tacién de antigenos cuyas etapas pueden ser diferen-
ciadas temporal y espacialmente.

Financiado por FONDECYT 89/0198 y DIC-UACH $-89-16
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INTERRELACION FISICA ENTRE CELULAS DE LANGERHANS Y
LINFOCITOS T DURANTE LA PRESENTACION DEL ANTIGENO IN
VITRO. (Physical interaction between Langerhans cells
and T lymphocytes during antigen presentation in
vitro). Vidal MA, Garcés G, Bustos T. Instituto
de Histologla y Patologla, Universidad Austral de
Chile. (Patrocinio: M.Concha).

La interrelacién flsica célula presentadora de anti-
genos-linfocitos T corresponde a una etapa temprana
esencial de la respuesta inmune a antigenos timo-
dependientes. Para estudiar las interacciones flsicas
antigeno-especificas producidas entre células de Lan-
gerhans (CL) y linfocitos T murinos singeneicos, se
obtuvieron suspensiones de células epidérmicas enri-
quecidas en CL usando anticuerpos monoclonales anti-Ia
y placas de poliestireno cubiertas con anti-1gG de ra-
tén. La pureza de las CL recuperadas fué del 78% o mds
de acuerdo a la reaccién de la ADPasa, inmunotincidn
para Ia y presencia del granulo de Birbeck. La co-
incubacién de CL previamente expuestas a hemocianina
dinitrofenilada (LPH-DNP, 1 hr a 37°C) con linfo-
citos T sensibilizados in vivo, produjo la formacidn de
un ndmero sgignificativo de conjugados celulares
antigeno especificos. La microscopla electrdnica (ME)
de los conjugados reveld zonas de adhesién CL-linfo-
cito con puentes intercelulares, uniones glicocdlix-
glicocdlix y fusiones focalizadas entre las membranas
plasmdticas de ambas células, y polarizacidn de orga-
nelas de la CL hacia la zona de contacto. Coinciden-
temente, el antigeno fué demostrado con inmunocitoqui-
mica a ME en la gona de contacto.

Estos resultados confirman observaciones efectuadas
previamente por nuestro grupo respecto al desarrollo de
estructuras de unién intercelular antigeno-especi-
ficas que ocurren en la interaccidn CL-linfocitos T en
diferentes patologlas humanas y experimentales.

Financiado por FONDECYT 83/198 y DIC UACH S-89-16
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DISECCION DE LA RESPUESTA INMUNE CONTRA
Mycobacterium  tuberculosis. (Disection of the immune
response to M. tuberculosis ). MRC
Tuberculosis and Related Infections Unit. Royal Postgraduate
Medical School. Londres. Inglaterra.

Tres componentes de la respuesta inmune juegan un papel
fundamental en la proteccién contra infecciones
micobacterianas: inmunidad celular, induccién de citoquinas y
activacién de macréfagos. Recientemente, se ha reactivado
el interés por la produccién de anticuerpos.

Utilizando antigenos purificados y peptidos sintéticos
correspondientes a las proteinas 19kDa y 38kDa de M.
tuberculosis, ha sido posible delinear los epitopos mas
importantes en ratones y humanos, asi como establecer sus
propiedades mitogénicas e inmunoreguladoras. Fue posible
establecer la importancia del amino terminal de éstas
moléculas en lo que se refiere a inmunidad por células T

ayudadoras ( CD4%) y se pudieron obtener peptidos de
tamafio discreto ( menos de 20 amino4cidos ) que refuerzan
dicha inmunidad. Por el contrario, no se observé respuesta
citotéxica contra los mismos peplidos. La respuesta humoral
no mostrd la misma preponderancia hacia ese extremo de la
molécula, aunque fue posible clefinir algunos epitopos
lineales presentes en ambos extremos de las moléculas. El
andlisis de |a respuesta contra la proteinas completas indicd la
presencia de epitopos conformacionales y propiedades
inmunoestimulantes que, en parte, pueden atribuirse a
lipoilacién de éstas proteinas.

QOtros componentes micobaclerianos que forman agregados
con estas lipoproteinas, como es el caso de
lipoarabinomananes y arabinogatactanes demostraron tener
propiedades inmunoreguladoras, indujciendo la sintesis de
citoquinas y modulando la funcién macrotagica.
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INDUCCION DE INMUNIDAD CELULAR CONTRA BRUCELLA:
ESTABLECIMIENTO DE LINEAS CELULARES T ESPECIFICAS.
(Induction of cell mediated immunity ogainst Bru-
cella: develops of specific T cell lines). *ORate,
A., Zérate,A. Instituto de Inmunologfa, Facultad de
Medicino, Universidad Austral de Chile. (Patrocinio
H. Folch).

En el presente trabajo se evalué lo respuesto
inmune inducida por protefna extrafde de B. abortus
RB-51. Este ontigeno fue utilizodo poro inmunizor
intraperitonealmente diferentes grupos de ratones
RK, analizando posteriormente sus niveles de Ac. y
su recccién de hipersensibilidad. Paralelomente vy
de ocuerdo o resultodos onteriores, se purificé lo
protefna 40 de RB-51, a portir de geles preparativos
pora luego inmunizar ratones RK, con el fin de
obtener Ac. policlonales y linacs de células T con
especificidod onti proteina de Brucella.

Los resultodos demuestran que la proteina de
RB~51 no induce Ac., sin embargo induce una hipersen-
sibilidad con moderado infiltrado mononuclear de
uvbicacién perivascular y unc reaccibn mixta de PMN e
Histiocitos. El suero preparado contra la proteina
40 reconoce la proteinc denaoturada probade mediante
Western Blot, pero no es inmuncadsorbido con protef-
na nativa. Sin emborgo, la linea de células T
espec{ficos para lo proteina 40, son capoces de
proliferar en presencio de protefna 40 purificodo y
protefna total de RB-51 notiva.

Estos resultados demuestron las bondades de
lo protefna RB~51 como inductor de inmunidad celular
y su poca antigenicidad pora evocar lo respuesta
inmune humorol, que en este caso es indeseable por
entorpecer el diagnéstico.

(Finonciodo por United Nations University 00-91).
* Becario CONICYT.
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ESTABLECIMIENTO DE UNA LINEA CELULAR HIBRIDA RATON-
BOVINO PARA SER USADA COMO LINEA PARENTAL EN LA
PRODUCCION DE HIBRIDOMAS BOVINOS. (Establishment of
a bovine-murine heterohybrid cell line ond its
possible use as parental cell line for production of
bovine monoclonals antibodies). Eller, G. y Folch,
H. Instituto de Inmunologfa, Facultod de Medicina,
Universidod Austral de Chile.

En el presente trobajo se reporto la obtencién
y caracteristicas de una li{nea celular heterohtbri-
da, no secretora, 8 ozaguonino resistente y su uso
como linea parental paro la obtencién de anticuerpos
monoclonales bovinos.

El clon heterohibrido obtenido en el laborato-
ric por fusién de célulos murinos NSO/2 y célulos
macrofégicas de bovino fue cultivado en presencic de
8~azaguonina en dosis creciente de 2.5, 5§ y 10
ug/ml. Este clon designado como MB2-R fue mantenido
en cultive por 12 meses. Las células montienen su
condicién de células peroxidasa {+} y expreson en su
superficie antigenos de bovinc y de ratén.

Lo fusién celular se reclizé mediante la técni-
co de Kohler y Milstein utilizondo leucocitos de
sangre periférica de bovinos vacunados con Brucella
abortus cepa 19 y la l{nea parental M82-R. Utilizan-
do lo técnico de ELISA se detactaron 5 clones secre-
tores anti B8rucella los que fueron reclonados por
dilucién limite y finalmente se expandieron 18
clones.

Estos resultados abren lo posibilidad de identi-
ficar y analizar en detolle los epitopes importantes
para el bovino, que en el coso de las moléculas
proteicas de Brucella parecen ser totalmente diferen-
tes a los determinantes antigénicos contrao los que
responde el ratén.

(Financiado por Proyecto IFS B/947-2y, Proyecto 89-21
DID-UACH).
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FACTOR SUPRESOR DE IgE: CARACTERIZACION E IMPLICA-
CIONES CLINICAS. (IgE suppressor factor: charocte-
rizotion and clinicol implicotions). Astorquizo,
M.I., Voldés, M., Colvo, M.*, Droguett, M.A. Insti-
tuto de Inmunclogfc, Instituto de Pediatrio *,
Facultod de Medicina, Universidad Austral de Chile.

Previomente hemos demostrado un factor capaz
de inhibir lo reoccién de onofiloxis cuténec pasive
(PCA), presente en suero de ratén. En el presente
trabajo se analizon los corocteristicos, rol biolégi-~
co y proyeccidn clinica de un foctor similar presen-
te en suero humono.

El factor se encuentra en el 30% de la pobla-
cién analizado. Es posible obtenerlo a portir de un
“pool” de suero humono. Las propiedades determinadas
previomente permiten su purificacién: Precipita
entre 33-40% de sulfoto de amonio; tiene PM 67 K,
determinade por filtracién en gel y SDS-PAGE; posee
manosa, determinade por afinidod a lectinas, la cual
es necesaria para su octividod inhibitoric y presenta
afinidad o IgE. Es posible separarlo eluyendo el
complejo IgE - factor desde nitrocelulosc seguido de
SDS-PAGE.,

Le evoluocién clinico del factor en pacien-
tes pediétricos indica una relacién inversa estadis-
ticomente significotivo entre presencia de factor y
expresibén del cuadro alérgico. Considerando su
implicancia clinica, se discute un modelo de induc-
cién de anticuerpos que permita su cuantificacién
“in vitro” y el on6lisis de su mecanismo regulatorio.

Financiodo por Proyectos FONDECYT 91-0952 y OID-UACH
5-90-17.
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IDENTIFICACION INMUNCMAGNETICA DE ANTIGENOS LIGADOS
A H-2 EN ERITROCITOS Y SUBPOBLACIONES CELULARES DE
RATON. (Immunomagnetic identification of H-2-linked
antigens in mouse erythrocytes ad cell subpopulations).
Ramos, A., Fermandez, J., Ojeda, J. y Hoecker, G.
Departamento de Biologia Celular y Genética, Facultad
de Medicina, Universidad de Chile.

En publicaciones anteriores describimos dos antige-
nos, a y §, presentes en el suero normal, gldbulos
rojos (GR) y tejidos, determinados por genes ligados
al camplejo mayor de histocompatibilidad (MHC) H-2,
del ratén que presentan diferencias significativas
con los antigenos clasicos de trasplante. Aqui descri-
bimos la aplicacién de una técnica répida de identifi-
cion especifica y separacién de células portadoras
de antigenos definidos, basada en el empleo de microes
feras superparamagnéticas (y Fe,O,) cubiertas con po-
liestireno que permite re irlas covalentemente
con anticuerpos o cualquier molécula de interés, en
nuestro caso, con anticuerpos de oveja anti-IgG de
ratdn, purificados por afinidad. Estos actian como
anticuerpo secundario permitiendo el acoplamiento de
cualquier anticuerpo primario de ratén, que en los
experimentos que se presentan fueron H-2.4,8,11,13
y anti-H-2.q, 6.

El objetivo de estos experimentos fué determinar
si en las diferentes subpoblaciones celulares y en
los eritrocitos, los antigenos de clase I y los nuevos
antigenos a, §, estan ubicados en una misma molécula
o si son independientes. Experimentos de bloqueo reci-
proco con anticuerpos anti-H-2 clase I y H-2q, § indi-
can que se trata de antigenos topograficamente separa-
dos determinados por genes independientes pero estre-
chamente ligados.

Parcialmente financiado por Proyectos:
DTI B2688-9044 y FONDECYT 89/0782.
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INFECTIVIDAD DE CELULAS DE CULTIVO VERO POR
TRYPANOSOMA CRUZI. EFECTO DE SUEROS INMUNES.
(Infectivity of Trypanosoma cruzi trypomastigo-
tes on culture VERO cells: Effects of immune
sera) .

S&nchez, G., Wallace, A., Correa, I.
Departamento de Bioquimica y Departamento de
Medicina Experimental, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile. (Patrocinio: A. Solari.)

Se estudié la capacidad de asociacién (adhe-
rencia y penetracién) de tripomastigotes de T.
cruzi en celulas de cultivo VERO, los que fue-
ron previamente opsonizados con Sueros inmunes
de ratones infectados con 6 cevas diferentes de
parésitos. Los sueros fueron obtenidos a los 60
dias post infeccifn de ratones gue presentaron
parasitemias patentes.

Las 3 poblaciones de varfsitos utilizadas:
clon Dm 28c y cepas Daza y Tulahu&n infectaron
ampliamente los cultivos celulares. Se observa-
ron diferencias en los porcentajes de infecti-
vidad al pre tratar estas cepas con los dife-
rentes antisueros. Todos estos antisueros en
contra de clon Dm 28c¢c, Daza, Tulahuén, RMS,
V-115 y Spl6l nresentaron anticuerpos especffi-
cos anti T. cruzi cuando se utilizé la forma
epimastigote fijada, sin embargo no todos ellos
se unieron a tripomastigotes vivos, al ser ana-
lizados por la té&cnica de inmunofluorescencia
indirecta.

Este resultado se correlaciona con la cana-
cidad litica de los sueros, previamente esta-
blecida en trabajos anteriormente vresentados.

Financiado por: Fondecyt, UNDP/World Bank/WHO.
TDR.
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MODELOS EXPERIMENTALES PARA EL ESTUDIO DE LA
INMUNIDAD EN FIEBRE TIFOIDEA. (Experimental models for

the study of thyphoid fever immunity). Sein, J., Cachicas, V.,
B_x_am_.i &._Q:_Igumg_s Jnidad de Inmunologfa,

De artan{czto de Biologfa Celular, Facultad de Ciencias
Biol6gicas, P. Universidad Catélica de Chile.

La fiebre tifofdea es una enfermedad humana grave causada

S. typhi, el hecho que esta bacteria sea patogénica solamente en

umanos y chimpancés, ha limitado los estudios de los mecanismos

inmunitanios involucrados en la defensa a la fiebre tifofdea y el
desarrollo de una vacuna efectiva.

Los ratones sufren un cuadro infeccioso similar al de la
fiebre tifoidea, causado por S. typhimurium, una bacteria que afecta
humanos sin generar un cuadro equivalente a la ficbre tifoidea, sin
embargo se ha descrito que la inyeccion intraperitoneal de S. fyphi
en mucina de , hace a los ratones suceptibles a esta bacteria.
Auncﬁue este modelo ha sido usado como referencia por la OMS
para la evaluacién de vacunas con uso potencial en humanos, no
existen evidencias claras que demuestren que las bacterias
cfectivamente se replican en los macréfagos peritoneales del ratén,
requisito indispensable para evaluar la §articipaci6n de la
inmunidad celular en la respuesta contra §. typhi ¢ identificar
antigenos protectivos. .

De acuerdo a experimentos realizados en nuestro laboratorio,
31 n t5:’)‘:r:n§n-rpucina para la ficbre u'fo(de:‘i,{ ticne una .domille%a{

e terias incorporadas a mucina por via intraperitoneal.
tiempo de sobrevida con la dosis letal es de aproximadamente 24
hrs. El efecto potenciador de la virulencia por mucina dura no més
de 6 hrs. La mucina promueve la adherencia a las células
peritoneales y aumenta la sobrevida intracelular de las bacterias.

Debido a las caracterfsticas de este modelo, es dificil evaluar
¢l papel de la respuesta celular en la fiebre tifoidea experimental,
porque la muerte de los animales ocurre antes de la aparicién de las
primeras manifestaciones de la respuesta iada por células, que
s¢ supone determinante en ¢l control de una infeccién cavsada por
una bacteria de crecimiento intracelular por el sistema inmune. Se
discutird el mecanismo por el cual la mucina aumenta la virulencia
f’ sobrevida de S. syphi en ¢l ratén y las estrategias a seguir para
ograr una sobrevida mayor de los ratones.

Proyecto FONDECYT # 91-0684
ravo R. es becario de la Fundacién Andes.

Financiado
El Sr. Le6n
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ANTICUERPOS POLICLONALES Y MONOCLONALES ANTI
FACTOR VON WILLEBRAND. (Polyclonal and mono-
clonal antibodies to von Willebrand factor).
Villegas, J.V.,, Artigas, C.G.Departamento de
Medicina Interna, Facultad de Medicina, Uni-
versidad de La Frontera. (Patrocinio: R. S&n
chez). -

El factor von Willebrand (FvW), es una gli
coprotefna de alto peso molecular integrante”
del mecanismo de la hemostasia. La evaluacifn
del FvW se realiza habitualmente por técnicas
basadas en el uso de anticuerpos anti FvW.

En este trabajo se muestra la produccifn
de anticuerpos policlonales y monoclonales an
ti FvW. Para ello se purificl FvW a partir de
plasma humano y se irmunizé un conejo y rato-
nes Rockefeller. La produccibn de anticuerpos
en los animales se evalu® por inmunocelectrofo
resis en rocket. -

El suero obtenido del conejo fue probado
en paralelo con un anticuerpo comercial anti
FvW, usando la t&cnica de inmunoelectrofore--
sis en rocket para la medicifén del FvW en 45
individuos. Los resultados obtenidos con am-
bos reactivos fueron comparados, encontr&ndo-
se una concordancia = 0,93 (Coeficiente de co
rrelacién intraclase). -

Ademfs, mediante el protocolo de KbBhler y
Milstein se realizf una fusibn celular. Se ob
tuvieron 11 hibridomas secretores de anticuer
pos anti FvW, 5 de estos anticuerpos inhibie=
ron parcialmente el ensayo de agregaci®n pla-
guetaria en presencia de ristocetina.

Financiado por DID-UFRO 8941-I y TWAS 890-106.
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PRODUCCION Y CARACTERIZACION DE
ANTICUERPOS MONOCLONALES CONTRA LAS
HORMONAS TIROIDEAS T3 Y T4 (Production and
characterization of monoclonal antibodies against T3 and T4
thyroid hormones). Aguayo, J., Jamett, A., Juica, F., Foradori, A,

., Unidad de Inmunologfa, Bios Chile IGSA y
Laboratorio de Medicina Nuclear, Centro de Diagnéstico, Pontificia
Universidad Catélica.

La determinacién de las hormonas tiroideas triiodotironina
(T3) y tiroxina (T4) tiene gran importancia en clfnica, para
diagnosticar numerosas enfermedades asociadas a trastornos del
metabolismo basal. La falta de un diagndstico oportuno del nivel
de estas hormonas, afecta tanto el desarrollo como la conducta del
ser humano. En Chile, la determinacién de T3 y T4 se realiza
exclusivamente por radioinmunocnsayo (RIA) con reactivos
importados, por esta razén, se ha considerado importante producir
mediante un proceso biotecnolégico como es la tecnologfa de
hibridomas, los anticuerpos monoclonales (AMC) necesarios para
medir T3 y T4. Posteriormente, se pretende reemplazar el RIA
convencional por un ELISA no convencional, basado en el
principio de las reacciones entre un idiotipo (anticuerpo de captura)
y un anti-idiotipo (anticuerpo indicador).

Se inmunizaron ratones de la cepa Balb/c con T3 o con T4
acoplado a protefnas transportadoras. El desarrollo de Ja respuesta
humoral se determiné por ELISA y los hibridomas se produjeron
mediante el procedimiento habitual, utilizando la lfnea mieloide
NSO/2. Los AMC contra T3 ¢ T4 se seleccionaron por ELISA y
posteriormente se estudi6é en un sistema en fase l{quida, la
capacidad de uni6n de los anticuerpos a T3-1251 y a T4-12°1,

Los resultados obtenidos muestran que se ha desarrollado
una metodologfa adecuada para producir, seleccionar y caracterizar
monoclonales contra T3 y T4 y ademis, han permitido iniciar los
protocolos para producir anticuerpos anti-idiotfpicos.

FINANCIAMIENTO: Proyecto Corfo.
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EFECTO DE ETANOL SOBRE RECEPTORES GABAj
EN NEURONAS DEL SISTEMA NERVIDSO CENTRAL DE RATON.
(Effects of Ethanol on GABAp Receptors in Neurons of
the Mouse Central Nervous Systema).

Aguayo, L.B., Ins
tituto de Quimica, Universidad Cat6lica de Valparaiso.
{Patrocinio: S. Marshall G.).

E]l 4cido Gamma Aminobutirico (GABA) es un importante
neurotransmisor inhibitorio encontrado a través del sis

tema nervioso central. Activacién de una clase de re-
ceptores postsinapticos {GABAp) por GABA produce una
corriente de C1~ rdpida que lleva a una hiperpolariza~
ci6n o depolarizaci6n de la membrana celular. EI aumen
to en la conductancia al C1~ asociada a la activaci6n ™
de receptores GABAp estd sujeta a la influencia farmaco
l6gica de barbitaricos y benzodiazepinas que pueden au-
mentar la conductancia al €1~ actuando en lugares dis-
tintos en el receptor GABAa.

Usando técnicas de patch clamp hemos encontrado que
el etanol a concentraciones entre 1 y 40 mM aumenta la
amplitud (50-200% de control) de la corriente de Cl-
activada por GABA en neuronas cultivadas de la corteza
cerebral y del hipocampo del rat6n (C57BL6J).

Mostrando un grado de especificidad, el etanol no po
tenci6 todas las neuronas estudiadas (50%). Neuronas —
que fueron resistentes al etancl fueron potenciadas por
barbitaricos (1-50 M). El efecto del etanol en la co-
rriente de €1~ activada por GABA fue completamente re-
versible cuando la sclucién que contenfa el etanol fue
retirada de las cercanias de la neurona en estudio.

Estos resultados demuestran que concentraciones far-
macol6gicas de etanol potencian el efecto de GABA en
neuronas del sistema nercioso central. Esto sugiere
que este efecto celular podria estar relacionado con
la acci6n inhibitoria del etannl en el cerebro. Fi-
nalmente, el sitio donde el etanol actla en los recep-
tores GABAj €s diferente a aquellos de los barbitlri-
cos y benzodiazepinas.
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EFECTO DEPRESCR DE TAURINA EN LOS POTENCIALES EVOCADOS
CORTICALES VISUALES DE LA RATA.(Depressor effect
of taurine on visual cortical evoked potentials
of the rat), Cafias, P.E, Area de Ciencias Biolégicas,
INTA. Universidad de Chile. Casilla 138-11. Santiago.
Chile.

Taurina, un aminodcido muy abundante en las vias
visuales, ejerce una accidén inhibitoria en neuronas
centrales. Se ha descrito que este efecto inhibitorio
es probablemente mediado via receptores glicinérgicos,
GABA, y/o GABAg. En el presente trabajo se estudib
el efecto de la administracién tépica cortical de
taurina en los potenciales corticales visuales evocados
en ratas adultas y la susceptibilidad de este efecto
a bicuculina y estricnina. Se utilizaron ratas aneste-
siadas con -cloralosa, curarizadas y bajo respiracién
artificial. Las respuestas visuales se evocaron
con flash binoculares de 1luz blanca y las drogas
(taurina: 0,15, 0.25 y 0.50 umol; bicuculina: 1,35 nmol;
estricnina: 1.50 nmol) se aplicaron sobre la corteza
visual primaria mediante un papel filtro de 1.5
x 1,5 mm. Los resultados mostraron que taurina induce
una reduccién dosis-dependiente de los potenciales
evocados visuales (I D50: 0.28 umol) efecto que
no fue antagonizado por bicuculina ni por estricnina.

Se concluye que taurina deprime la actividad evocada
en neuronas de la corteza visual, a través de un
mecanismo que no involucre receptores glicinérgicos
o GABA,.

Financiamiento: Proyecto Fondecyt # 91-1297.
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EFECTO DE LOS ANALOGOS DE ADENOSINA, L-PIA Y NECA, SOBRE
LA DEPENDENCIA FISICA DE BARBITAL (Effects of the adeno-
sine analogs, L-PIA and NECA, on physical dependence on
barbital) Germany, A. Departamento de Farmacologfa, Uni-
versidad de Concepcibn.

Tanto la adenosina como sus andlogos estructurales pro
ducen notables efectos en el SNC, habiéndose demostrado
que inhiben el desarrollo de dependencia a diversos de -
presores.En este trabajo se estudia la accién de la
1-fenilisopropil adenosina (L-PIA) y de N-etilcarboxami-~
da adenosina {NECA)en ratones,administréndolas tanto du-
rante el desarrollo de la dependencia de barbital como
durante el perfodo de supresibn de su administracién crf
nica.

Se emplearon ratones a los que se les administré barbi
tal en la comida durante 8 dias.En los grupos en que se
administraron los derivados de adenosina durante el de-
sarrollo de dependencia, ellos fueron inyectados a par-
tir del quinto dfa de tratamiento,en tanto que en los
grupos ya hechos dependientes su administracién se efec-
tué durante el perfdo de la supresitn (48 horas).

Los resultados demostraron que tanto la L-PIA como la
NECA atendan la intensidad del sindrome de abstinencia
inducido por la ingesta crénica de barbital, pero ningu-
no de los dos andlogos modificé el desarrollo de depen -
dencia cuando se administraron durante el perfodo de in-
duccién del proceso.

Se postula que la acci6n de adenosina sobre el sindro-
me de privacién de barbital,estudiada a través de admi -
nistracién de sus agonistas L-PIA y NECA podria ejercer-
se a través de la disminucién del flujo de calcio, redu-
ciendo la liberaci6n de neurotransmisores, afectando en
consecuencia la intensidad del sindrome.

Proyectos 20.33.52. Direcci6n de Investigaci6n, Univer-
sidad de Concepcién y FONDECYT 0699-89.
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BOLDINA, UN POTENTE INHIBIDOR DE LA LIPOPEROXIDACION:
MECANISMOS DE ACCION (Boldine, a potent inhibitor of
lipid peroxidation: Mechanisms of action) Speisky, H;
Kukieilka, E; Cederbaum, A. Unidad de Bioguimica
Farmacolégica, INTA, Universidad de Chile: Dept.
Biochemistry, Mount Sinai School of Medicine, CUNY, New
York. (Patrocinio: A. Valenzuela).

Comc resultado de investigaciones destinadas a explorar
el potencial farmacolégico de la boldina (B), presente
en abundancia en las hojas del boldo (Peumus Boldus
Mol.). nuestro grupo recientemente establecidé que este
alcaloide se comporta como un potente inhibidor de
procesos radicalarios oxidativos en sistemas bioldgicos
y abidéticos. Con el objeto de investigar el mecanismo
que subyace a la actividad antioxidante de la B,
evaluamos su posible interaccidén con diversos sistemas
modelo generadores de radicales libres. La adicién de
B a membranas microsomales bloguedé totalmente (Ki 10uM)
la lipoperoxidacidén (LP) enzimdtica (en presencia de
NADPH o NADH) iniciada por Fe-EDTA o por CCL4. Boldina
fué¢ igualmente efectiva (Ki 15uM) en prevenir la LP
no-enzimdtica inducida FeCL2 [ por ter-butil
hidroperéxido. B no afecto las actividades MEOS,
N-demetilasa, ni la produccién microsomal de H202,
revelando asi, la ausencia de interaccién con el
citocromo P-450 o con la reductasa respectiva. La
adicidn de B a un sistema xantina oxidasa no inhibié la

produccién de radicales superdxido, como tampoco
interactué con radicales hidroxilos generados por
microsomas incubados en presencia de sustratos

atrapadores de este radical. Se concluye gque la
boldina no interactua en forma directa con oxiradicales
iniciadores de la LP ni con los sistemas enzimdticos
generadores de estos. Se postula que la actividad
antioxidante de la boldina resulta de su interaccidn
con radicales tipo sustrato-lipidicos, previniendo asi
la LP en su fase de propagacidn.

Financiado por FONDECYT 1047-91 y FDP. CORFO.
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INHIBICION DE TRANSPORTE DE SODIO Y ATPasa POR
PENTACLOROFENOL (Inhibition of the sodium
transport and ATPase by pentachlorophenol (PCP)
Quevedo L.

Departamento de Fisiologia. Universidad de Con-
cepcidn,

Los efectos del pentaclorofenol (PCP) se es
tudiaron en una preparacidn "in vitro" de un
epitelio transportador de iones. La técnica cld
sica de estabilizacidon de voltaje de Ussing's
en epitelio de batracio se uso en la piel de ab
domen de Pleurodema thaul. Se afiadieron al bafio
mucosal y/o serosal dosis crecientes de PCP en
tre 0.003-0.043 mM, 1lo que produjo una inhibi-
cidn irreversible en la corriente de corto cir-
cuito y en la diferencia de potencial. Ademas
utilizando el test de amilorida de Isaacson's
se calculd los cambios de conductancia transepi
telial. El consumo de O medido por método po-
larogrdfico por accidén del PCP aumentd.La acti-
vidad de ATPasa se determind "in vitro", a par-
tir de un medio que contenia ATP en presencia
de concentraciones crecientes de PCP. La ac-
cién inhibitoria sobre el transporte activo de
sodio en términos del circuito eléctrico equiva
lente y el aumento del consumo de O, podria ex-
plicarse por una accidn desacoplante de la fos-
forilacidén oxidativa del PCP y la accidn de do
sis altas de PCP por inhibicidn de ATPasa.

Financiado por Proy. DI.
sidad de Concepcién.

20.33.41 de la Univer-
y Proy. DI 20.33.43.
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ACTIVIDAD RIOLOGICA DE PLANTAS NEDICINALES MAPUCHES: EFECTD
HIPOTENSOR, TOXICIDAD E INHIBICION DE LAS ENZIMAS XANTINA GXIDASA
Y  B-SLUCURONIDASA. (Biological activity of Mapuche aedicinal
plants: bypotensive effect, toxicity and inhibition of the
enzyses xanthine oxidasa and B-glucuronidase)
Scheeda-Hirscheann, 6., Loyola, J. L., Sierra, J., Retamal, R. y
fRodriquez, J. A. Departasento de Ciencias Bioldgicas, Universidad
de Talca, Casilla 747, Talca (Chile).

La etnia Mapuche es el grupo Amerindic nueéricasente mis
importante de Chile. Su medicina tradicional se bast en
preparados vegetales, cirugia menor y magia., Para validar la
informacion etnobotdnica, se seleccionaron 32 plantas cuyo empleo
sugeria un posible efecto hipotensor, protector hepitico o anti-
gotoso.

Los extractos crudos EtOH:N28 7:3 se evalsaron ‘in vitro®
sediante ensayos de inhibicidn enzisdtica. La enzies xantina
oxidasa (X0) cataliza la oxidacién de hipoxantina 3 xantina y
finalsente dcido drico, e} exceso del cual desencadena la
sintomatologia de a gota en humanos. ta B-glucuronidass (f-gluc)
higroliza B-D-glucurénidos a un alcohal y O-gluceronate. Se he
inforsado gque puede deconjugar bilirrubina 2 nivel biliar,
favoreciendo 1z formacién de calculos vesiculares. €1 efecto
hipotensor se determind espieando ratas eacho Sprague-Dawley
noreotensas. Los extractos se administraron en forma intravenosa
{5 ag/Xg peso) en un volusen de .1 a}, La toxicidad de los
extractos se evalud sediante el ensayo del camardn Arteaia
salina.

£] 88X de los extractps inhibieron sigaificativasente a la
p-glucuronidasa, con IC 58 18 ug/ml. Sin embargo, no se cbservd
una buena actividad sobre la ¥0. Se demostré un claro efecto
hipotensor en 18 de las plantas ensayadas, con caidas en la
presién 281, Los tiempos de recuperacién variaron entre 8.3 y
9.2 ainutos para las especies activas. En este grupo, se observé
una buena correlacide cor Jos antecedentes etnobotdnices, ya que
de las 19 especies con efecto supuesto, 8 resultaron activas. La
toxicidad de las auestras sobre 12 Arteaia salina (LC 58, ug/el)
varit entre 7y 2399 ug/al. No se observé correlacidn entre la
toxicidad, el efecto hipotensor y la inhibicion de las enzisas X0
y §-gluc.

(Apoyado por lps proyectos FONDECYT 839/98 e IFS 1728/%)
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AFLATOXINAS Y MERCURIO:EFECTDS INDUCIDOS
POR ADMINISTRACION CRONICA EN GALL INAS

(Aflatoxins and mercury: effects induced by
cronic administration in hens). Paz de 1la
Vega, Y., Departamento de Ciencias Clinicas
(Farmacologia) Facultad de Ciencias Veteri-—
narias y Pecuarias, Universidad de Chile.

Las aflatoxinas, especialmente aflatoxina
(AF B;) y mercurio constituyen agentes con-
taminanantes potencialmente presentes en
las dietas de aves. Estas sustancias, en
relacien a sus concentraciones y periodo de
consumo, pueden afectar con diversa inten-
sidad aspectos productivos y reproductivos
de las especies afectadas.

S8e escogié como material bioldgico, ga-
Ilinas White Leghorn en su primer periodo
de postura, gque fueron sometidas a dos ti-
pos de tratamientaos: Tratamiento 1. Consti-
tuido por 100 aves distribuidas aleatoria-
mente en & grupos experimentales que consu-—
mieron 0,03 25; S0 y 100 ppm de cloruro de
mercurio (Hg Clp) durante 16 semanas. Tra-
tamiento 2. 36 gallinas fueron alimentadas
durante 28 dias con dietas conteniendo 0,0;
400 y BOO ppb de AF Bjy. Se analizaran di-
versas variables productivas y reproducti-—
vas.

Los resultados indican que la AF By afec-
ta el peso corporal, consumo de alimento,
produccion, peso del huevo y mortalidad em-—
brionaria. La presencia de mercurio (100

ppm) influye sobre el peso, consumo de ali-
mento y deterioro en la produccién de hue-—
vos. Alteraciones emhrionarias se presen-
taron en todas las corcentraciones ensaya-
das.
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FACTOR DE RELAJACION VASCULAR LIBERADO POR LA AURICULA
AISLADA DE RATA EN LA SOLUCION DE PERFUSADO. (Vascular
relaxing factor liberated by the rat isolated atria in
the perfusate solution). *Illanes,A.; Penna,M. y Marti-
nez, J.L. Depto. Farmacologfa, Fac.Medicina, Univ.de
Chile y *Depto.Ciencias Fisioldgicas, Esc.Medicina,Univ.
de Oriente, Venezuela.

Ha sido demostrada una hormona de naturaleza peptidica
que es sintetizada y depositada en grinulos del miocar-
dio auricular, la cual cumple un papel regulatorio en el
balance de agua y sodio a nivel del riiién, controlando
ademds el tono vascular y cuya liberacidn se efectuaria
cuando se distiende la pared auricular. Con el propdsi-
to de iniciar el estudio de estos mecanismos, se extra-
jeron de ratas Wistar adultas privadas de agua y alimen-
to durante 48 hrs, las auriculas para ser montadas en un
bafio de 8rgano aislado que contenfa 5 ml de solucidn
Krebs Henseleit modificado (K-H) a 31°C y a las cuales
se les registrd la actividad contrdctil esponténea me-
diante un transductor Grass FTO3C conectado a un fisid-
grafo de igual marca. Una vez estabilizada la prepara-
cidn con una tensidn basal de 0.5 g, se procedid a apli-
carle tensiones bruscas controladas, con cargas que iban
progresiva y aditivamente de 0.5 a 3.0 g en total conel
transductor previamente calibradc y montado sobre el tor
nillo sin fin de una base Palmer. Dentro del minuto si-
guiente a la sobrecarga mayor se extrajo el liquido del
bafio, se acidificd a pH aprox.5, con una sol.de Ac.Acé-
tico 1 M y se guardd en el congelador a -12°C. La mues-
tra asi obtenida (M6) fue ensayada al dfa siguiente en
anillos de aorta aislada de rata. Mantenidos estos en so
lucién K-H a 37°C y previamente contrafdos por una cgn-
centracién de efecto sub-méximo de fenilefrina(5x10™ 'M}.
En estas condiciones la M6 relaja lentamente ({aprox.5
min) esta preparacidn. Igual efecto ejercen,aunque en me
nor magnitud,las muestras similares,no acidificadas y
guardadas en frio. Tanto la solucién K-H sola,como ague-
ila en que se realiza la diseccidn auricular, carecende

capacidad relajadora de los anillos de aorta de rata.
(Proyecto afio sabdtico de A.Illanes).
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