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CONFERENCIA “PROFESOR OSVALDO CORI”

"RNA EDITING" : UN NUEVO TIPO DE MODIFICACION POST-
TRANSCRIPCIONAL EN MITOCONDRIAS DE PLANTAS. (RNA editing
: a new post-transcriptional process in plant mitochon-
dria). Litvak,S., Araya,A., Begu,D., y Graves,P.V.
Laboratorio de Biologia Molecular Vegetal. IBCN-CNRS.
Burdeos. Francia.

Uno de Tos principios bdsicos de Ta biologia mole-
cular es que la secuencia del RNA refleja aquella del
DNA del cual ha sido transcrito. E1 descubrimiento re-
ciente del"RNA editing" modifica algo este concepto. Se
puede definir el"RNA editing", de una manera amp11a, co-
mo todo proceso que lleva a cambios en la secuencia nu-
cleotfdica del RNA respecto al DNA que sirvio como tem-
plado para su transcripcidn. Se ha descrito este fenbme-
no en mRNAs de kinetoplastos, en el caso de un mRNA de
mamifero y en los paramyxovirus. En todos estos casos,
gracias al"RNA editing", un transcrito no funcional se
transforma en un mRNA traducible. Muy recientemente se
ha encontrado tambieén este proceso en mitocondrias de
p1antas En el caso de varios genes mitocondriales de
miltiples variedades vegetales se ha observado la apari-
cidon de grupos uridinas en el RNA en lugar de la citidi-
na del DNA templado.

La contribucion de nuestro laboratorio reside en
la demostracidn de la funcionalidad del RNA editado al
estudiar una proteina mitocondrial : la subunidad 9 de
la ATPasa mitocondrial. Al comparar la secuencia del gen
y la de la proteina misma observamos que algunos amino-
dcidos deducidos de la secuencia gendmica no se encon-
traban en la proteina. Cabe sefialar que se trata de la
primera secuencia de una proteina mitocondrial vegetal.
E1 cambio de un aminodcido por otro podria explicarse
por un cambio C== U, Tanto la presencia de 8 casos
de editing en este gen,determinados por secuencia del
cDNA, como 1a determ1nac1on de la estructura primaria
de esta proteina perm1t10 mostrar la aparicidon de un
triplete "stop" seis amino acidos antes de lo propuesto
por la secuencia del gen. La posible funcidn y el meca-
nismo de este proceso serdn discutidos.



CONFERENCIA SOCIEDAD DE BIOLOGIA CELULAR
En honor del profesor Norbel Galanti

FACTORES MOLECULARES INVOLUCRADOS EN LA INCORPORACION CE
LULAR DE HIERRO.(Molecular Factors Involved in Cell Iron
Uptake). Nafez, M.T., Dept. Biologfa, Facultad de Cien -
cias, Universidad de Chile.

E1 hierro es un elemento traza esencial que participa
en procesos de unidon y transporte de oxigeno y en una gran
variedad de reacciones enzimaticas involucradas fundamen-
talmente, aunque no Unicamente, en procesos de 6xido- re
duccién. En soluciones acuosas el hierro tiene dos esta-
dos de oxidacién estables: Fe(H,0)g2* y Fe(H,0)33*.En con
diciones fisioldgicas estos compuestos octaedricos hidro-
lizan y polimerizan rapidamente: a pH 7,0, la solubilidad
mixima del Fe(H,0)¢3* es de 10717 mo]es/L Lo anterior
genera un problema de disponibilidad del hierro para pro
cesos bioldgicos.

En mamiferos y otros vertebrados el hierro, en estado
de oxidacién 3+, es transportado desde Tugares de absor-
cion y a]macenam1ento a lugares de utilizacién por la pro
tefna plasmat1ca transferrina. La unidn de Fe3' a trans-
ferrina (Kzgoc.= 102 .3 M"!) es termodindmicamente reversi
ble, siendo la reacci6n de unién cinéticamente favorable.
La disociacidon de hierro de transferrina es sin embargo
lenta, por 1o que han evolucionado mecanismos celulares
especificos para disociar el metal de la protefna a velo-
cidades suficientes para satisfacer las necesidades celu
lares.

En condiciones normales, las células obtienen su hierro
mediante el proceso celular de endocitosis mediada por el
receptor de la ferrotransferrina. En la vesicula endocitt
ca la afinidad de Fe3t por transferrina es drasticamente
reducida por la ac1d1f1cac1on del interior de la vesicula
mediada por una HY-ATPasa sensible a N-etilmaleimida. Es-
te Fe3*,"1abilizado" es entonces reducido a Fe?t y poste-
r1ormente transportado hacia el citoplasma.

En esta conferencia se discutirdn los eventos molecula-
res involucrados en la incorporacion celular de hierro me
diante el proceso de endocitosis mediada por receptor.



SIMPOSIO INTERNACIONAL FUNDACION ANDES Y FUNDACION CHILENA DE
BIOLOGIA CELULAR.
Gene expression: Transcription factors and growth control.
En memoria del profesor Luciano Chiang.

INTERACTION OF ADENOVIRUS E1A AND TRANSCRIPTION
FACTOR TFIID. Arnold J. Berk, Molecular
Biology Institute, UCLA, Los Angeles, CA
90024-1570, USA,

Several observations led us to hypothesize
that the large E1A protein of adenovirus stim-
ulates transcription from early adenovirus pro
moters by increasing the activity of the general
host cell transcription factor which binds to
TATA-boxes, TFIID. Mutation of the E1B promot-
er TATA-box greatly diminishes its activation
by E1A (1). Substitution of the E4 TATA - box
for the E1B TATA-box greatly diminishes ElA ac-
tivation of the hybrid promoter (2). TFIID
activity in a protein fraction prepared by phos-
phocellylose chromatography is increased when
it is prepared from Ad2 or Ad5 infected Hela
cells, but not from cells infected with viruses
mutant in the large E1A protein (3). To test
this model directly, we cloned a cDNA encoding
human TFIID (4}, allowing us to raise specific
antiserum to human TFIID protein. Results of
experiments to test direct and indirect inter-
actions of E1A protein and TFIID will be pres-
ented.

1. Wu et al. (1987) Nature 326, 512-515.

2. Pei and Berk (1989) J. Virul., 63, 3499-3506

3. Leong et al. (1988) Mcl. Cell. Biol. 8,
1765-1774.

4., Kao et al. (1990) Science 248, 1646-1650

Chairman: Dr. Arturo Yudelevich

Fos_and_Jun: Inducible on}g:%gcg% Transcription Factors. Tom
Curran.  Departsent o ecular Uncology irology, Roche
Institute of Molecular Biology, Roche Research Center, Nutley, NJ
07110 USA.

The proto-ontogenes c-fos and c-jan are mesbers of the
class known as cellular iemediate-early genes. Although expressed
at relatively low basal level in most cell types, they are induced
rapidly and transiently by a variety of extracellular stimuli
including mitogenic growth factors, differentiation provoking
agents, neurotransmitters and specifc ion fluxes. Recent studies
demonstrated that the proteins encoded by c-fos and c-jan (Fos and
Jun, respectively) are components of transcription factor AP-i.
Indeed, Fos and Jun form a dimeric complex that binds to the AP-1
recognition motif and stisulates transcription i» vive and ir
vitro. In a general sense, these inducible protein have been
proposed to function in signal transduction processes by regulating
expression of specific target genes. However, given the sany and
varied situations in which Fos and Jun are induced it is likely
that different target genes are regulated in each cell type. The
situation is made more complex by the fact that both c-fos and
c-jun are sembers of gene families and several Fos and Jun-related
proteins are co-induced. Furthermore, we recently showed that lun
can form heterodimers with the CRE binding protein CREBP-1 that
bind to CRE sites. Thus, eultiple protein complexes with similar
DNA-binding specificities can be generated. We have carried out a
detailed structure-function analysis of Fos and Jun. These studies
indicate that dimerization is mediated primarily by the leucine
zipper motif which is like a coiled-coil structure. DNA binding is
mediated primarily by regions of each protein rich in basic
amincacids that comprise a bipartite DMA-binding domain. Analysis
of proteins purified from E.coli has untovered a novel sechanisa
that regulates Fos-Jun DNA-binding activity. This involves
reduction of a conserved cysteine residue present in the DNA-
binding domain. I» vitro transcription studies have identified an
acidic activator region in Fos and a pro-glu activator region in
Jun that function synergistically in transcriptional activation.
Fos and Jun also have regions that act negatively im vitro. These
studies will be presented in the context of a general model for the
function of cellular immediate-marly transcription factors in
signal trarsduction processes.

TALLER REGULACION DE LA EXPRESION GENICA

El nécleo del espermatozoide tiene snRNP

( The sperm nuclei has snRNP )

1ot,C.. Urz6a, U.,
Zérraga,A.M, y_Burzio,L.0. Instituto de
Bioquimica, Universidad Austral de Chile.

Estudios recientes de nuestro grupo
han demostrado la presencia de RNA en el
espermatozolde de rata y humano. El
andlisis electroforético del RNA extraido
mostré bandas con ldéntica movilidad que
los RNAs Ul ,U2 , U4 , U% y U6 de células
HeLa. El RNA total de cabezas de
espermatozoides separado por electrofore-
sls y transferido a membranas de Nylon se
hibridé a sondas oligonucleotidicas
complementarias a los RNAs Ul,U2 y U4.
El andlisis autoradiogréfico reveld gque
las bandas hibridadas corresponden a los
U-RNA de células HeLa . Consecuente con
esto, se encontxré que entre las pro-
teinas del espermatozoide de rata existen
proteinas inmunorreactivas al suero anti-
Sm . Estas proteinas muestran pesos
moleculares semejantes pero no iguales a
los pollpéptidos de snRNP de células
HeLa . Inmunocitoquimica para M.E. con
suero anti-Sm demostré que sé6lo el nécleo
del espermatozoide es inmunorreactivo.

La presencia de snRNP en el néacleo
del espermatozoide es difficil de
conciliar con la funcién propuesta para
este grupo de snRNP en el procesamiento
de pre-mRNA. Siendo e]l espermatozoide
transcripcionalmente inactivo , se su-

geriria que estos snRNP son portados
por el espermatozoide al huevo y que
jugarian un rol activo en el

procesamiento de RNA después de fer-
tilizacién.(DID-UACH, Fondecyt 0063-90 y
Stiftung Volksvagenverk).

Coordinador: Dr. Aldo Solari

MECANISMO DE ACCION DE LA TRANSCRIPTASA REVERSA DE HIV-1
: INTERACCION CON EL tRNA PARTIDOR.{Studies on HIV-1
reverse transcriptase : interactions with the specific
primer tRNA). Litvak,S., Tarrag-Litvak,L., Cottin,L.,
Bordier,B., Andréola,M-L., y Tharaud,D. Laboratorio de

1a Replicacidn de Retrovirus. IBCN-CNRS. Burdeos.Francia.

La DNA polimerasa~-RNA dependiente {reverse trans-
criptase,RT) del virus de la inmunodeficiencia humana
{HIV-1), agente causal del SIDA,es una enzima crucial en
la proliferaci6n del virus y como tal un blanco privile-
giado en la biisqueda de inhibidores de este flagelo. Co-
mo todas las DNA po]imgrasas necesita un partidor que en
este caso es el tRNA“Y® de 1a c&lula huesped. No s&lo la
RT de HIV es capaz de iniciar la sfntesis de cDNA a par-
tir del tRNA partidor sino que gracias a su afinidad por
este tRNA probablemente participa en la seleccidn de es-
te partidor y en su hibridacibn al genoma viral.

En una primera etaEa demostramos la formacibn de
un complejo entre el tRNALYS animal y 1a RT de HIV re-
combinante producida en levaduras (en colaboraci8n con
P.J.Barr.Chiron Co.USA) utilizando diversas técnicas.lLa
formacifn del complejo RT-tRNA se traduce en un cambio
estructural importante de la enzima el cual fué:seguido
por espectrofluorometria y por proteolisis con quimo-
tripsina. Al tratar de reconstituir un sistema de trans-
cripcifn inversa in vitro utilizando la RT de HIV, un
fragmento del RNA de que contiene el sitio de unibn
del partidor y el tRNALYS observamos que este G1timo era
un inhibidor muy fuerte de la RT de HIV cuando esta se
encontraba en su forma heterodimérica (p66/p51). En
cambio 1a enzima homodimérica [(p66),],producida en una
cepa de levadura deficiente en proteasas,es fuertemente
estimulada por el tRNALYS, Las evidencias experimentales
que muestran la importancia de la regifn del anticod6n
en este efecto serdn mostradas. Nuestra hipStesis actual
es que la forma homodimérica precursora de la RT parti-
cipa em 1a selecci6n y 1a hibridacidn del partidor y que
la forma heterodimérica s8lo actua en la elongacién de
la cadena de DNA.


http://SIDA.es
http://proteasas.es
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Funcionalidad de los promotores de genes de rRNA de
Thiobacillus ferrooxidans (Functionality of rRNA gene
promoters from T. ferrooxidans). Oreliana, O.,
Salazar, 0., Takamiya, M., Vargas, D. y Cddiz, R.
Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile,

En trabajos previos de nuestro laboratorio se iden-
tificaron dos operones de genes de rRNA (rrnTy y renTp)
en la bacteria aciddfila T. ferrooxidans. A partir
de una genoteca gendmica de T, ferroox]dans se identi-
ficd un pldsmido recombinante {pTR-1) que contenia el
extremo 5' terminal del operon rrnTa.

Con el objeto de estudiar 1a posible presencia de los
promotores de la transcripcidn de renTp en el pldsmido
pTR-1, se subclond en pBR322 un segmento de 2 kb que
contenta el segmento adyacente al gen del rRNAR 16S,
generdndose el pldsmido piEB-1, Mediante un ensayo
funcional para promotores, basado en la expresion en
E. coli de la enzima cloramfenicol acetil transferasa,
se identificaron dos subfragmentos presentes en
pAEB-1, que eran activos como promotores. A traveés de
la secuenciacion del DNA clonado en pAER-1, se con-
firmo 1a presencia del extremo 5' del gen del rRNA 16S
y se localizaron varias secuencias promotoras de la
transcripcion. Se encuentran en desarrollo experimen-
tos orientados a determinar la funcionalidad in vivo
en T, ferrooxidans de los promotores identificados.

Financiado por PNUD, FONDECYT y Universidad de Chile.

POLIPEPTIDOS ESTRUCTURALES DE ROTAVIRUS
ASOCIADOS A LA SINTESIS DE RNA.(Structural
polypeptides involved on rotavirus RNA synthe-
sis). Spencer E. Unidad de Virologia, INTA,
Universidad de Chile.

Rotavirus un miembro de la familia Reoviri-
dae formado por al menos seis polipéptidos
organizados en una doble cubierta que rodea a
un core central, el cual contiene los once
segmentos de RNA de doble hebra que corespon-—
den al gendémio viral. E1 virus transcribe
tanto "in vivo" como "in vitro" los once genes
en mRNA (Gnicos que contienen un cap en el
extremo Y‘terminal. Se han identificado al
menos cuatro actividades enzim&ticas requeri-
das para la sintesis del mRNA, sin embargo
resulta muy dificil asociar dichas actividades
con los polipéptidos estructurales. Por medio
de la modificacién de la estructura viral con
agentes caotrépicos hemos demostrado que 1la
proteina Vp6, que compone la cubierta interna
es requerida en la transcripcién y el uso de
anticuerpos monoclonales ha permitido identif-
icar las zonas de VP6 relacionadas con su
funcién. Ademds, el uso de nucleédtidos y de
sus andlogos ha permitido identificar a la
proteina VP3 del core, como un polipéptido que
posee actividad de ATPasa y guanililtransfera-—
sa. La formacién de intermediarios covalentes
entre la enzima vy los nucleétidos marcados ha
sido el método mas adecuado para asociar
actividades a los polipéptidos virales, ya que
al intentar purificar cada componente se
pierden las actividades, lo que sugiere que la
integridad de la particula es necesaria para
la transcripcién del gendmio viral. Se discu-
ten otras posibles estratégias para identifi-
car funcionalmente otros polipéptidos estruc—
turales.

Financiado por Proyecto Fondecyt #1017-89

RESUMENES

CARACTERIZACION DE PROMOTOFES DE TRANBCRIPCION DEL. GENE-
RO Thiobacillus Y 8U UTILIZACION EN ESTUDIOB DE TRANS-
FERENCIA GENETICA. (Characterization of tranecription
promoters from Thiobacillus wua and its um in qsrntic
transfer studias). SanchazuigJ Metz, C.

Laboratorio de Bioquimica, Facultad de Ciunctas Bloldgi—
cas, P. Universidad Catdlica de Chile.

La bacteria acidofilica quimiolitotréfica, Thiobaci-
1lus ferrooxidans es considerada como el microorgamann
mis importante en el prooceso de biolixiviacién de cobre
y uranio. Como el T.ferrooxidans es un microorganismo
quimiolitotréfico obligadn, su manipulacién genética es
muy dificil. Hasta el momento todos los esfuerzos reali-
zados han sido infructuosos. Es por esta razén que de—
cidimos enfrentar el problema por etapas. En primer
lugar nos dedicamos a8 estudiar la posibilidad de mani-
pular sspecies relacionadas con 7. ferooxidans que com—
partan su habitat, tales como Thicbacillug intersedius vy
T.acicophilus, vy qus por ser heterétrofos, permiten mser
cultivados en medios donds axperimentos de traneferencia
de matarial ganético pusden ser desarrollados con mayor
facilidad.

Para la manipulacién gerfitica es necesario disponer de
vectores adecuados. Estos desben contener un origen de
raplicacién y marcadores genéticos que ssan aexpresados
on la coélula receptora. Para que estos ualtimos sean
recorocidos por la maquinaria biosintética, se requiere
qua possan promotores de tranecripcion funcionales. Es
por esto que el ocbjetivo principal de este trabajo ha
sido &l aislamiento y caracterizacién de promotores de
T.acidophijum v T.ferrooxjdans. Hemos logrado obtener
cuatro promotores de T.ferrooxidans v cuatro de JT.acido—
philug, los cuales han sido sscuenciados.

Con el fin de determinar la capacidad de ser exprosa—
dos en distintos sistemas procariéticos, estos promoto-
ras han sido transferidos a otras empecies bacterianas.
Para ello primsramente fusron subclonados en un plasmido
ds amplio rangn de hospsdero. Uno de ellos ha sido
trareferido a T. intermediuse y de éste a Ps.putida,
siendo capaz ds conferir resistencia a estreptomicina a
1a bacteria receptora (Pz.putida).

Financiado por PNLID/ONUDI (CHISS/002 y CHIEB/003.

SISTEMA DE MODIFICACION-RESTRICCION DE
Bacillus stearothermophilus V. CLONAMIENTO Y
EXPRESION EN Escherichia gQli. Vasguez, C.
Laboratorio de Biologia Molecular, Departa-
mento de Ciencias Biolbgicas, Universidad de
Talca.

Estudios realizados con B. stearothermo-
philus V,, han demostradoc la presencia en
estas células de un sistema de modificacién-—
restriccion. Lta sintesis de las enzimas que
lo componen: la endonucleasa de restriccion
(BstVI) y 1a DNA metilasa (m BstVI), estan
sometidas a patrones de modulacion
diferentes. Mientras BstVI es expresada en
forma constitutiva durante el ciclo de
crecimiento bacteriano, m BstVI, lo es s6lo
en un estadio muy definido de la fase
temprana de crecimiento exponencial.

Para abordar el estudio de los mecanis-—
mos regulatorios responsables de esta
expresion génica diferencial, los genes que
codifican para ambas enzimas han sido
clonados en E. coli. Se han identificado
varios clones recombinantes en los que se ha
detectado la actividad correspondisnte tanto
a BstVl como a m BstVi. La expresiotn de
ambos genes se realiza a partir de sus
respectivos promotores termofilicos, los que
son eficientemente reconocidos por 1la RNA
polimerasa de E. cpli. Esta expresion es
altamente dependiente de la cepa de E, coli
utilizada como receptora en los experimentos
de transformacion. La caracterizacion
estructural de estos genes y experimentos de
transcripeciton ip _vitro, aportaran valiosa
informaciétn para la dilucidacién de los
mecanismos expresi6tn génica involucrados.

Financiado por Fondecyt B893-89.


http://polypeptid.es

TALLER LA INMUNOLOGIA APLICADA EN BIOLOGIA CELULAR
Y EN BIOQUIMICA

APLICACION DE ALGUNAS TECNICAS INMUNOLOGICAS BASICAS
EN ESTUDIOS BIOQUIMICOS Y MICROBIOLOGICOS. (The use
of some basic immunological techniques in
biochemical and microbiological studies). Arredondo,
R. Alvarez, S., Amaro, A.M., Rojas, J., Peirano, [.
y Jerez, C.A. Departamento de Bioquimica, Facultad
de Medicina, Universidad de Chile.

Se mostrardn resultados de la aplicaciéon de
anticuerpos policlonales peparados en el laboratorio
y/u obtenidos comercialmente en 1) la diferenciacién
de cepas de Dbacterias, 2) la cuantificacion
especifica, rédpida y sensible de microorganismos, 3)
identificacion y cvantificacioén de proteinas
especificas en distintas c€lulas y su posible
ubicaciéon celular y 4) deteccién de fragmentos de
DNA transferidos a nitrocelulosa mediante 1a técnica
de Southern.

Empleamos la inmunoprecipitacion 1liquida de Jlos
antigenos radiactivos vy su andlisis por
electroforesis en geles de poliacrilamida. También
se enplearon la técnica de DIMA (dot-immuno assay) y
la de “*Western blott® con dos anticuerpos, el
segundo marcado con 1 para su revelado
autorradiogrdfico o con antficuerpos conjugados a
enzimas para la deteccién por color. En el caso de
la técnica de Southern, se empled una preparacién
comercial de anticuerpo contra digoxigenina
conjugado a fosfatasa alcalina.

Financiado por Proyectos FONDECYT 88-0074,
PNUD/UNESCO CHl/ 88-003 y Universidad de Chile,

LA INMUNIHNISTUORIINICA EN EL. DIABNOSTICO DE NEDPLA-
SIAS HUMWANRS (Imunohistochemistry in the diagnosis o
human neoplasms). Ordenes,G.E., Rosenberg,D..lLeiva,
€. Dpto. de Biologia Celular y Genética, Fac. de
Medicina, Universidad de Chile y Laboratorio de
Cito-histopatologia Rosenberg.

El desarrollo de métodos inmunohistoquimi-
cos de alta sensibilidad ha permitido su empleo de
rutina en el analisis de tejidos neopldsicos con
fines diagnésticos. La posibilidad de determinar con
exactitud el tipo histolégico de una neoplasia tiene
gran valor en el pronéstico y tratamiento de la en-
fermedad ya que el comportamiento biolégico de los
tumores es distinto segin la variedad de células que
lo constituye. Las células tumorales dependiendo de
su diferenciacidén expresan, frecuentemente, protei-
nas y otros componentes antigénicamente similares a
los que presentan sus anilogas normales o los teji-
dos de los cuales derivan. Ello hace posible deter-
minar el origen histogenético de un tumor primario o
metastésico mediante la identificacioén ineunchis-
toquimica de sus marcadores especificos.En la actua-
lidad se cuenta con numerosos anticuerpos mono o
policlonales especificos para diversas sustancias
que sirven comoc marcadores de células y tejidos.
Entre 1los marcadores utilizados destacan los
filamentos intermedios, varias enzimas, antigenos de
membrana, antigenos de grupos sanguineos, hormonas,
numerosas proteinas citoplasmdticas no enzimaticas,
inmunoglobulinas y los llamados antigenos oncofeta-
les. Aunque la especificidad de los antisueros
utilizados suele ser muy alta, se debe tener pre-
cauciones en su aplicacién a3l diagnéstice, ya que
es posible observar reacciones cruzadas, falsos
negativos, uni6n inespecifica y otras fuentes de
error. La informacién obtenida por inmunohistoquimi-
ca debe ser analizada en el contexto de las caracte-
risticas histopatalégicas y 1las manifestaciones
clinicas de la enfermedad neopldsica. Proyecto
Fondecyt 1183-90.

Coordinadora: Dra. Myriam Santos

OCTADECIL SILICA: FASE SOLIDA PARA ENSAYOS
INMUNORADIOMETRICOS E INMUNOPURIFICACION DE
PROTEINAS (Silica octadecyl:a solid phase for
immunoradiometric assays and protein immunopu-
rification) Ferreira.A.. Agquillén.J.C..Lavan-—-
dero,S8. y Chiong.M. Depto. Medic.Preventiva
Animal, Fac.Cs. Veterinarias y Pec. Depto.Bio-
quimica y Biologlia Molec. Fac. Cs.Quimicas y
Farmac. U. de Chile.

Se propone el uso de octadecil silica (5iC18),
como fase sdélida alternativa para ensayos in-
munoradiométricos (IRMA) y para purificacién
de proteinas por inmunocafinidad. SiCl8 vy
cloruro de polivinilo (PVC) fueron comparadas
en su eficiencia para detectar una proteina
sérica murina (Slp) en un IRMA. §SiC18, es tan
sensible como PVC, ya que Slp fue detectada en
diluciones plasmaticas de 1,/128000 vy 1/64000
respectivamente.

En inmunopurificacién, anticuerpos (Acs) o
antigenos (Ags) fueron unidos por simple
incubacién a SiCl18. Asi, Acs radiomarcados
dificilmente eluyen desde 1la SiC18, excepto
con detergentes. Después de la unién de Acs o
Ags, los sitios de wunién libres remanentes
fueron bloqueados con albumina sérica bovina,
la SiC18 se incubd con preparaciones crudas
que contenian Ags o Acs, montdndose luego una
minicolumna con la matriz, Ags o Acs se
eluyeron a pH acido. Asi se obtuvo proteinas
de alta pureza, en un sélo paso, aun estando
presentes en trazas dentro de una mezcla
proteica compleja.

Financiado por:DTI M2901-8813,FONDECYT 191/88
UNDP/WORLD BANK/WHO 88198. S.L. y J.C.A. son
becados de FUNDACION ANDES y CONICYT respecti-
vamente.

METODOS HISTOQUIMICOS BASADOS EN LA UTILIZA-
CION DE LECTINAS Y GLICOSIDASAS ESPECIFICAS, Y
TECNICAS INMUNOCITOQUIMICAS. (Lectin histoche-

mical thod and i ytochemical techmni-
ques) .
R ique: EM Instituto de Histologia y

Patologia, Universidad
Valdivia, Chile.

Austral de Chile,

Se presentaré y discutiré el protecolo,
aplicacione=, ventajas y desventajaz de los
siguientes métodos inmunocitoquimicos : 1)
Inmunofluorescencia; 2) Immunoperoxidasa; 3)
Inmunoperoxidasa-—lMetenamina de Plata; 4) Pro-
tefna A-oro.

Se describirdén métodos para 1la deteccién
de dos o més antigenos en una misma célula.

Se expondrén cuatro métodos para 1la
deteccién de axicares basados en el uso de :
1) lectinas marcadas con un rastreador; 2)
lectinas, anticuerpos anti-lectinas, inmunoci-
toquimica; 3) complejos lectinas—anti-lecti-
nas; 4) lectinas marcadas con peroxidasa—anti-
peroxidasa—-inmunocitoquimica. Se expondri
acerca del uso combinado de lectinas y exogli-
cosidasas especificas para : a) la identifica-
cién del azmicar; b) el establecimiento de la
secuencia de los residuos de azicares en la
cadena hidrocarbonada.

Finalmente se comparard el uso de los mé-—
todos sefialados con su aplicacién a geles
electrotranaferidos a nitrocelulosa.

(Grants : S-89-01 Dir. Invest. U.A.Ch.:
88-0890 FONDECYT) .
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DETECCION DE ANTICUERPOS POR RADIOINMUNO-
PRECIPITACION. APLICACION EN EL. DIAGNOSTICO DEL SIDA.
(Antibody detection by radioimmunoprecipitation.AIDS
diagnostic). Uribe, P. y Espejo, R. Unidad de
Virologia, Depto. de Microbiologia y Parasitologia,
Facultad de Medicina. Universidad de Chile.

El diagnéstico de la infeccién por el virus de la
inmunodeficiencia humana se realiza normalmente por
medio de la deteccién de anticuerpos séricos en los
individuos infectados. Una de las formas mas
especifica y sensible de detectar estos anticuerpos es
midiendo la capacidad de un suero para precipitar las
diferentes proteinas virales previamente marcadas
radiactivamente y, posteriormente, identificando éstas
por electroforesis en gel. Este ensayo se caonoce caomo
RIPA-SDS gel-electroforesis o simplemente RIPA y en
esta presentacien discutiremas las principales
aspectos de esta técnica, de acuerdo a la experiencia
lograda y los resultados obtenidos, después de casi
dos  aRos de realizarla sistematicamente. £l
procedimiento consiste, en esencia, en la incubacién
del suero con antigenos virales marcados
radiactivamente in vivo con 355-cisteina; la
posterior separacién de los antigenos reaccionantes,
precipitando los anticuerpos con proteina A-sefarosa;
y la separacién e identificacién de los antigenos por
electroforesis en gel de acrilamida-SDS vy posterior
autorradiografia. En esta forma es posible detectar
los anticuerpos dirigidos contra diferentes clases de
proteinas virales y estimar sus concentraciones
relativas. En esta presentacién se discutirdn en forma
particular los aspectos mis relevantes con respecto a
especificidad y sensibilidad de la técnica, como
preparacién del antigeno marcado Y actividad
especifica, reacciones cruzadas y patrones de
reaccion.

RESUMENES

TALLER RELACIONES ENTRE ESTRUCTURA MOLECULAR DE PROTEINAS,
SU DESTINO Y FUNCION CELULAR

ASOCIACION DIFERENCIAL OF PROTEOGLICANES OF HEPARAN SULFATO EN MEMBRAMAS
DEL APARATG BE GOLGI Y MEMBRANA PLASMATICA. (Differemtial association of
rat liver heparan sulfate proteoglycan in seabranes of the folgi apparatus
and the plasaa seabrane). Brandan E. Dept. Biologia Celular y Molecalar,
Facultad de Ciencias Diolégicas. P, Universidad Catélica de Chile.

Los proteoglicanes (PGs) corresponden a sacrosolécelas compuestas de wn
esqueleto proteico y cadenas de glicosaminoglicanes selfatados (BAGs)
wnidas de sanera covalente. Estas sacrosoléculas pueden ser imcorporadas en
sesbramas celolares o bien ser secretadas 2l aedio estracelelar. la
presencia de los PBs en cada cospartisento dependerd de la existencia de
doainios estracterales eqse determiman s« destino. Nesos estudisdo la
asotiacién de PEs de beparda sulfato (PGNS) con sesbramas provenientes de
organelos subcelulares purificados desde higado de rate.

Los PGHS peeden ser soléculas intrimsecas (hidrofébicas) o extrinsecas de
sesbrana (hidrofilicas). Se encontraros las dos forsas de PONS en la
sesbrana plassdtica tanto de hipado de rata como en Mepatoritos. Sin
esbargo, solo la forss hidrofébica se encoatrd ea o) aparato de Golgi. Esta
dltisa 52 wnié 2 roluamas de Dctil-Sepharose,no asi o forma bidrofilica.
Existe evidencia que sugiere gque la forsa hidrofilica deriva de la
hidrofébica y que ol sitio subcelular de procesaniento sevia la sesbram
plasaitica. Uaa actividad procesadora, probableseate yna grotessa de 12
sssbrana plasaitica, auseste on el swero o e mwebramas del reticulo
endoplisaico, coavierten la_forea hidrofébica ea hidrofilica. Experiesmtos
de pulso-caza wtilizando [¥S) desostraron gee 2 tieapos rortos, la
sayoria de los PBHS estin en el aparato de Golgi y posteriormente estos
aigran a la seabrana plasadtica, el dnico sitio donde se enceentra 1a forme
hidrofilica.

Estos resultados sugieren que en el higado, ¢) esqueleto proteice de los
PGHS se sintetizan como wna solécula Midrotébica la cwal posteriorsente
sufre sodificaciones postiraduccionales en el aparato de Bolgi. En cambio
la feraa hidvotilica del PGHS, sélo se encaentra en la seebrame plasadtica,
lugar en el cval otervivia el procesasiento.

(Financiado por Mational Science Foundation a C.D. Hirschberg y E. Brandas)

Coordinador: Dr. Nibaldo Inestrosa

MECANISMOS DE DESTINACION DE PROTEINAS
ESPECIFICOS DE CRLULAS EPITELIALES POLARIZADAS.
(Mecanism of protein sorting specific for
polarized epitelial cells). Gongdlex, A. Fac.
de Medicina y Fac. de Ciencias Biolégicas, P.
Universidad Catdlica de Chile.

Las células de apitelios polarizados poseen una
superficie celular dividida por complejos de
unién en dos dominios bioquimica, morfolégica y
funcionalmente distintos. Un dominio apical se
especializa en funciones relacionadas con al
medio externo y un dominio basclateral en el
cual ocurren interacciones célula-célula,
célula-matriz extracelular e interacciones con
sefiales hormonales que integran el
funcionamiento de los epitelios a la fisiologia
general del organismo.

Esta polaridad es, en su mayor parte, generada
y mantenida por la segregacién de diferentes
proteinas especificas hacia uno u otro dominio
de la membrana plasmética. Los mecanismos que
efectian aesta destinacién asimétrica de
proteinas son desconocidos esn muchos aspectos.

Hemos analizado el problema de 1la destinacién
apical de proteinas a la membrana plasmatica de
células exocrinas, infectando con virus
influenza, células zimogénicas géstricas en
cultivo primario, un modelo no explorado
previamente. Por otro lado, se darin evidencia=
que indican la presencia de informacién
determinante de una segregacién apical en al
antigeno de superficie del virus hepatitis B,
estudiada transfectando su gen en células MDCK.
Esta proteina es relativamente pequefia en
comparacién con otras proteinas normalmente
estudiadas en la bisqueda de sefiales de
destinacién polarizada.
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ASOCIACION DE LA ACETILCOLINESTERASA CON LA
SUPERFICIE CELULAR. (Association of
acetylcholinesterase with the cell surface).
Inestrosa, N.C., Unidad de Neurobiologia
Molecular, Dept. Biologia Celular y Molecular,
P. Universidad Catélica de Chile.

La acetilcolinesterasa (AChE) ez una enzima
clave del funcionamiento de 1a sinapsis
colinérgica, por su capacidad de hidrolizar el
neurotransmisor acetilcolina, tanto en la unién
neuromuscular como en el sistema nervioso
central. La AChE muestra ciferencias tanto en
1a distribucién de sus formas moleculares como
en el modo de anclarse a la superficie celular.

La asociacién a la membrana se logra por
modificaciones post-tracduccionales de las
subunidades cataliticas. f& han descrito tres
mecanismos. El primero involucra la unién de 3
tetridmeros de subunidades a un tallo de tipo
colagenoso (forma A12) que interactia con
proteoglicanes de heparan sulfato en la matris
extracelular. Las otras dos modificaciones
corresponden a anclajes hidrofébicos a la
membrana plasmética. En la forma dimérica (Ga)
de la AChE, la regién del diacilglicerol de una
molécula de fosfatidilinoaitol unida al
C-terminal de cada polipéptido, fija la enzima
a la capa externa de la membrana. En el caszo de
la AChE tetramérica (G4¢) del cerebro, 1la
modificacién involucra la unién covalente de un
péptido hidrofdbico de 20 kDa a la membrana
plasmiatica.

La regulacién por procesamiento diferencial de
ARN mensajeros permite la expreaiém selactiva
de las formas globulares en 1la membrana
plasmética y de las formas asimétricas en 1la
matriz extracelular sinéptica.

MUTACIONES QUE AFECTAN LA BIOGENESIS NORMAL DE
LOS PEROXISOMAS. {Mutations affecting
peroxisome biogenesis). Santos. M.J,
Departamento Biologfa Celular y Molecular, P.
Universidad Cat6lica de Chile.

Los peroxisomas son organelos
subcelulares esenciales, (ue participan en la
B-oxidacién de Acidos grasos, en la sintesis
de plasmalégenos. Las prot.efnas peroxisomales
son sintetizadas en ribosomas libres e
importadas posttraduccionalemente al
peroxisoma. Se ha postulado que estos
organelos se originarfan por divisién de
peroxisomas preeistentes. Recientemente, se
han identificado seflales de destinaciéon en las
proteinas peroxisomales, tales como la sefial
Ser-Lis-Leu en la regién del carboxilo
terminal. A nivel del mecanismo de importacién
peroxisomal, se ha encontrado que éste
requiere de ATP y de proteinas de la
superficie organelar.

Existe una serie de afecciones genéticas
humanas caracterizadas por compromiso de la
funcién peroxisomal. Destaca entre ellas, el
sindrome de Zellweger, que es una enfermedad
letal. No existen peroxisomas en este sindrome
y las enzimas peroxisomales se sintetizan en
forma normal, pero permanecen en el citoplasma
] son degradadas. Recientemente, hemos
encontrado que en este sindrome existen
proteinas de la membrana peroxisomal
ensambladas en membranas vacfas ("fantasmas
peroxisomales”), lo que nos llevd a postular
que este sindrome ser{a debido a una mutacién
que afecta la importacién de los componentes
peroxisomales (Santos et al., Science
239:1536, 1988). Estudios de complementaciédn
genética en esta afeccion revelan que
existirian al menos 5 genes responsables de)
ensamblaje peroxisomal.
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TRANSPORTE INTRACELULAR DE LAS GLICOPROTEINAS SECRETO-
RIAS DEL ORGANO SUBCOMISURAL (OSC) Y SU PROCESAMIENTO
INTRA Y EXTRA CELULAR. Rodriguez,E.M., Hein,S., Nualart,
F. Instituto de Histologfa y Patologfa, Universidad
Austral de Chile.

El OSC es una gl&ndula cerebral que secreta glicoprotei
nas al LCR donde Estas se "condensan" y forman una es-
tructura fibrosa, la Fibra de Reissner (FR), que se ex-
tiende a lo largo del IV ventriculo y canal central de

la médula espinal.

Anticuerpos especificos contra las glicoproteinas secre
torias del OSC fueron utilizados para localizarlas a
través de la via secretoria y en la FR (inmunocitoquimi
ca); y para identificarlas en "immunocblotting” de ex-
tractosg de OSC y de FR. Concanavalina A y aglutinina
del Limax flavus se utilizaron para establecer si los
compuestos secretorios inmunoreactivos son pre-Golgi
(RER) o post-Golgi (grénulos secretorios y FR). Ello
permitid identificar tentativamente dos precursores y
sus formas procesadas. Mayor evidencia se obtubo: i)
mediante la obtenciSn de anticuerpos contra cada precur
sor y, ii) mediante marcado biosint&tico. -

En el OSC mismo existirfan sSlo dos formas procesadas,
y al menos seis en la FR, indicando que habrfa un pro-
cesamiento post-liberacibn. El marcado biosintético in
dica que despufs de liberadas, las glicproteinas perma
necen 1 h formando una pelfcula laxa sobre la superfi-
cie del 0SC (procesamiento post-liberacisn?), para lue~
go sufrir una gran condensacifn y formar un nuevo "tro
zo de FR", interviniendo puentes -S-S- y otros mecanis
mos degsconocidos. Sorprendentemente existen dos "pools™
de glicoproteinas secretorias: uno que se libera 1 h
despufs de su sfntesis y otro que permanece en el RER
(como precursor?) hasta 4 ds, sugiriendo que glicopro—
teinas secretorias podrfan liberarse al ICR desde el
RER, haciendo un "by pass" al aparato de Golgi.

Financiado por: Dir.Inv. U.A.Ch., FONDECYT 0890-88 y
Stiftung Volkswagenwerk.
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¢OPERAN IN VIVO LOS MECANISMOS REGULADDRES DE LA
ACTIVIDAD ENZIIMATICA OBSERVADOS IN VITRO? (Do regulatory
mecanisms of enzyme activity observed in viirg operate

vivo Babul, J. Departamento de Biologia, Facultad
de Ciencias, Universidad de Chile.

El control de la actividad catalitica de las enzimas
es unc de los mecanismos responsables de la regulacién
del flujo metabdlico. Sin embargo, las pruebas que
muestran que los efectos observados in vitro son los
responsables de la regulacioén in vivo son escasas.

El uso de mutantes bacterianas ha resultado ser de
gran utilidad para comprender algunos aspactos
fisiolégicos del metabolismo. Asi, es posible someter a

prueba la funcién normalmente reconocida para una via
metabblica, estudiar el papel fisioldgico de enzimas
alostéricas, esclarecer la funcién de las isoenzimas en

el wmetaboliswoc y conocer la importancia fisiolégica de
los estados de agregacion de una proteina.

Una de las herramientas més utilizadas para
determinar el rol estructural o funcional de algunos
aminodcidos en una proteina, es cambiarlos por otros y
sxaminar las propisdades de la proteina alterada. Rntes
del desarrollo de la tecnologia dal DNR recombinante
estos cambios se efectuaban por wmedio de mutaciones
fenotipicas peneradas por mutdgenos quimicos o radiacién
W. En estos casos se identifican y estudian solo
aquellas mutaciones que producen un cambio especifico en
el comportamiento de la bacteria, por lo que es
necesario poseer un ensayo que detecte las mutaciones
que alteran la propiedad de la proteina en estudio. En
la actualidad se han hecho miés frecuente los estudios de
mutagénesis dirigida del DNA que codifica a la proteina.
La proteina alterada se expresa in vivo o in vitro y se
sstudian sus propiedades, eliminando el problesa de
seleccion de la mutapénesis quimica.

Adicionalmente, se dicutirén otras estrategias
utilizadas para atravesar la barrera jp vitro-in vive,
tales como las celulas permeabilizadas y las
microinyectadas. (Financiado por Fondecyt).

USO DE ESPECTROSCOPIAS NMR, FT-IR Y FLUORESCENCIA EN
LA DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA DE MACROMOLECULAS Y
SUS INTERACCIONES. (Use of NMR, FT-IR and fluorescence
spectroscopy to determine the structure of
macromolecules and their interactions).
0. Departamento de Biologfa,
Universidad de Chile.

Monasterio,
Facultad de Ciencias,

Las diferentes 4reas de investigacién en Ciencias
BiolSgicas han avanzado con la introduccién de herra-
mientas usadas habitualmente en Fi{sica y Fisicoquimi-
ca, como: hidrodinfmica, espectroscopfa, difusién y di-
fraccidn. La tendencia hacia un carécter més inter-
disciplinario de estas ciencias, ha requerido de pro-
fundizacién en la aplicacién de estas metédicas a la
biologia. Difraccién de Rayos X ha sido durante mucho
tiempo una herramienta que ha permitido determinar la
estructura que adopta la cadena polipeptidica en una
proteina. 5in embargo, las proteinas no son cristales
rigidos sino més bien estructuras flexibles que en 1la
mayoria de los casos cumplen su funcién a través de
cambios conformacionales. Es aqufi donde la Resonancia
Magnética Nuclear permite realizar estudios de estruc-
tura y funcién. Ha sido costumbre determinar el conte-
nido de estructura secundaria de alfa-hélice, beta-
plegada y estructura al azar por dicroismo circular.
Sin embargo, la espectroscopfa infrarrojo nos abre
nuevas perspectivas para conocer el contenido de estas
estructuras que conforman una protefna. Para estudiar
‘cambios conformacionales, interaccién de ligandos y
cinética de estos cambios, las herramientas més apro-
piadas son la fluorescencia intrinseca de las protef-
nas o el uso de sondas fluorescentes. La fluores-
cencia ha sustituido ya algunas técnicas hidrodinémi-
cas a través de los estudios de polarizacién de
fluorescencia.

El uso de estas espectroscopias, entre otras, es
indispensable, por ejemplo, cuando se utiliza la bio-
ingenieria para producir proteinas sintéticas funciona-
les.

Coordinador: Dr. Jorge Babul

COMENTARIOS ACERCA DEL PRESENTE Y FUTURO DE LA CINETI-
CA ENZIMATICA. (Comments concerning the present and
future of enzyme kinetics). Carvajal, N. Departamento
de Biologia Molecular, Facultad de Ciencias Biolégicas
y de Recursos Naturales, Universidad de Concepcién.

Los estudios mecanisticos de las enzimas tienen
como objetivo caracterizar, tanto estructural como
cinéticamente, los intermediarios de la via entre los
sustratos y los productos. Para los estudios cinéticos
se dispone, bésicamente, de fundamentos tefricos sdli-
damente establecidos y de métodos que permiten una
gran simplificacién, precisién y confiabilidad en el
andlisis de los resultados. Se advierte, sin embargo,
la necesidad de complementar los tradicionales estu-
dios de velocidades iniciales y de inhibicién con
otro tipo de informacién. Al respecto, adquieren gran
importancia los estudios de efectos isotSpicos, de
trazadores con sustratos radiactivos, el seguimiento
del curso estereoquimico de las reacciones, los efec-
tos producidos por modificaciones quimicas especifi-
cas, los estudios especiroscépicos e, incluso, la
informacién disponible acerca de la estructura tridi-
mensional_de la enzima. S advierte, ademfis, un inte-
rés por un mejor aprovechamiento de la informacién
que pueden aportar las curvas de progreso de las
reacciones, tanto para la estimacién de parémetros
cinéticos como para la diferenciacién entre distintos
mecanismos cinéticos.

Sin duda que los estudios cinéticos seguirén contri-
buyendo a la comprensién de la catalisis enzimética,
no sélo desde un punto de viata bésico sino también
aplicado, con todas las consecuencias que ello impli-
ca. Sin embargo, un aspecto que, en mi opinién,
merece mucho més atencién de la que hasta ahora se le
ha dado, es el empleo de la informacién cinética en
relacién con la funcién biolégica de la enzima in
vivo., El aproximar las condiciones de estudio a las
egsperadas en las células, abre un campo muy interesan-
te y fruct{fero para los estudios cinéticos futuros.

MODIFICACION QUIMICA DE PROTEINAS. UN DESAFIO ACTUAL.
(Chemical modification of proteins, An  actual
challenge). Slebe, J.C. Instituto de Bioguimica, Facul-
tad de Ciencias, Universidad Austral de Chile.

La obtencién de distintas formas de una proteina
mediante modificacién quimica, mutagénesis al azar y
sitio dirigida, han posibilitado un gran progreso en
la comprensién de la estructura de las protefnas y su
funcién. Empero, el disefio de proteinas tiene ain
dificultades: no se puede predecir el plegamiento y
s6lo se tiene un conocimiento parcial de la relacién
estructura-funcién.

El método de modificacidn quimica ha sido tradicio-
nalmente wutilizado para identificar los residuos de
aminofcidos que participan en los sitios activo y
regulatorios de enzimas. Esta técnica ha permitido
estudiar la estructura y topograffa de sitios de
unién de ligandos, la localizacién de residuos de
aminoAcidos individuasles en una proteina y su partici-
pacién en la mantencién de la conformacién activa de
la macromolécula. Asimismo, ha posibilitado la intro-
duccién de sondas fluorescentes, grupos croméforos y
paramagnéticos y nicleos que permiten el uso de reso-
nancia magnética nuclear, para caracterizar a nivel
molecular las alteraciones que ocurren en regiones
eapecificas de proteinas. Entonces, la modificacién
quimica, en conjunto con métodos fisicos y genéticos
pueden conducir a la comprensién de la estructura y
funcién de protefnas en solucién.

Se analizarén las ventajas y desventajas del uso de
la modificacién quimica, y se presentardn algunos
ejemplos que permiten comparar esta técnica con la de
mutagénesis sitio-dirigida. (Proyectos: DID-UACH
RS-89-37 y FONDECYT, 188/89.
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TALLER CITOESQUELETO

REGULACION DE LOS MICROTUBULOS AXONALES.
(Regulation of axonal mic¢rotubules) J.Alvarez,
Unidad de Neurobiologia Molecular. Universidad
Catélica, Santiago.

En axones de anfibios, reptiles y mamiferos
la densidad microtubular presenta una relacibn
inversa con el calibre; los valores son seme-
jantes en el SNC y en nervios periféricos pero
en las rafces espinales, caen a la mitad. Como
los axones sensitivos y motores tienen dominios
en SNC, rafz y periferie, su densidad microtu-
bular varfa a 1o largo del trayecto. Los axo-
nes de tipo radicular conservan su bajo conte-
nido microtubular cuando regeneran sobre su
trayecto anatbémico, pero 1o aumentan al doble
si regeneran en un nervic periféricoe. Esto
indica que el citoesqueleto del axén es modula-
do por claves locales. Por efecto de la actino
micina-D, que destruye las células satélites
del axfn, estos emiten brotes y sus microtibu-
los aumentan notoriamente, pero 4 mm por arriba
o por debajo, el nervio tiene aspecto normal.
Esto sugiere que 1a célula satélite estd repri-
miendo el citoesqueleto y la capacidad de dar
brotes del axén.

Por otra parte, la hiperactividad eléctrica
del axdn determina en el corto plazo un incre-
mento de los microtibulos que se puede explicar
por cambios en el equilibrio monémero-polimero;
pero en el largo plazo, el aumento es del 100%
1o que requiere expansifén de la tubulina total
en el axoplasma.

Se concluye que los microtibulos, y por
extensién el citoesqueleto del axén, estin regu
lados por claves externas y por la propia acti-
vidad de la célula nerviosa.

BIOQUIMICA DE LA POLIMERIZACION DE TUBULINA.
(Biochemistry of tubulin polymerization}. 0.
Monasterio. Departamento de Biologia, Facultad de Cien-
cias, Universidad de Chile,

Para entender los mecanismos de polimerizacibén de
la tubulina en microtibulos y otras estructuras, es
necesario comprender el camino por el cual estas
estructuras se forman a partir del dimero de tubulina.
Los estudios de polimerizacién in vitro han demostrado
que toda la informacién para la polimerizacién reside
en la molécyla de tubulina y que la forma de los
polimeros depende de la naturaleza de metales divalen-
tes presentes en el medio, entre otros cofactores.
Asi, Zn(I1) induce la formacién de léminas y Mg (II)
de microtibulos. Por otro lado, se ha encontrado que
la poblacién de dimeros de tubulina es heterogénea.
Desde estos resultados han surgido la preguntas ;Hay
una distribucién especifica de isoformas de tubulina
que induzcan la formacidén de polimeros caracteristicos
en cada tejido?. (Existen en un determinado tejido u
érgano metales diferentes de magnesio, en concentra-
cién suficiente, para inducir otros polimeros ademés
de microtibulos?.

A partir de los estud:’g%s clésicos de Weisenberg en
1972 se conoce que el Ca induce la despolimerizacién
de microtibulos. Sin embargo, ain no se sabe cual es
el mecanismo que produce la despolimerizacién. Una
pregunta ain de cardcter més general es ;por qué
metales divalentes de una misma familia tienen efectos
opuestos?.

En este momento se desarrolla una activa investiga-
cién para obtener informacién sobre la estructura de
la tubulina y los sitios de accién de los diferentes
cofactores. Sin embargo, deade un punto de vista
bioffsico ain queda mucho camino que recorrer para
comprender la relacién entre la estructura de la
tubulina y el mecanismo de autoensamblaje.

Coordinador: Dr. Jaime Alvarez

REORGANIZACION DEL CITOESQUELETO Y SECRECION DE
HCL EN CELULAS OXINTICAS DE AVE (Cytoskeletal
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TALLER TRANSDUCCION DE SENALES

REGULACION DE LA TRANSDUCCION POR INTERMEDIARIOS METABOLICOS.
ROL DE ACIL-CARNITINAS Y ACIL-COENZIMOS A EN LA EXPRESION DE
ACTIVIDAD DE LA PROTEINA KINASA C. (Regulation of transduction by
mewabolic intermediates, The role of acyl-Coenzyme A and acy)-carnitines
in protein kinase C activity). M.Bronfman, Depto.Biol.Cel & Molec., Fac.
Cien. Biol., P.Universidad Catélica de Chile.

LaprowﬁuhnmCumunml' d l en la lacién de
iolégicos como secrecién, contraccibn, funcio-
ncsamvelde P de b dife iaci6n celular y igé

nesis. Depende para su actividad de Calcio, de fosfatidilserina (PS) y de
un diglicérido (DAG), molécula que se llbera al acuvam el ciclo del fos-

fatidilinositol, y que es iderada un para la enzima.
La ka esta localizada principalmente en ¢l citosol y se transloca a la

al i . POr un p cuyo i no se conoce. En
nuestro | io hemos d do que fisiolégicas de

acil-Coenzimos A de 4cidos grasos potencian la actividad de 1a enznma en
presencia PS, DAG y de Calcio. El mecanismo de esta activacién esta ba-

sado en una disminucién de! requerimi de 1a enzima por fosfolfpidos,
i que hemos d do utilizando pkC de cerebro de rata ¢

histona como y bién pkC de pl h y un
fisiolégico de la enzlma Por otra parie, hemos encontrado que &steres del
CoA de drogas hipolip icas que ticnen ademés actividad tumorigénica
yse fonnan in wvo en [a celula potcncmn 1a actividad de la pkC por un
similar. En aposicidn, las acil itinas de 4cidos gra-

sos, moléculas que en la celula se encuentran en equilibrio con los acil-
CoAs por intermedio de 1a carnitinas acil-CoA transferasas, tienen una ac-
tividad inhibitoria sobre la pkC, inhibicién que hemos encontrado que s

produce tanto in vitro como en  plag En la p

simultanea de acil-CoAs y de acnl-- itil en iologi s
observa que, a bajas de ambos predomil la accién
activadora de los acil-CoAs, mi que a i altas (pero fi-
iol6gicas) de ambos predomina ¢l efecto inhibidor de las acil-carnitinas.
Estos resul i que la expresién de actividad de la pkC en célu-

las intactas podria estar regulada por la razén y concentracion de acil-
CoAs y de acil-camitinas. Por otra parte, los resuliados utilizando acil-
CoAs no naturales, derivados de drogas hipolipidémicas de uso clfnico su-
gieren que la formacién in vivo de cstos derivados podria modificar este
posible i latorio y expli I de los efectos farmaco-
l6gicos y las caractcrfsucas de promotores de ellas.

Financiado por Fondecyt 802/90

RECEPTORES DE INOSITOL TRISFOSFATO EN
MEMBRANAS DE RETICULO SARCOPLASMATICO AISLADO
DE MUSCULO ESQUELETICO DE ANFIBIO. (Inositol
trisphosphate receptors in sarcoplasmic
reticulum wembranes isolated from asphibian
skeletal muscle). Hidalgo, C. vy Rojas, C.
Centro de Estudios Cientificos de Santiago y
Departamento de Fisiologia y Biofisica,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile,

Se ha postulado que el inositol trisfosfato
(IP3) actia como =mensajeroc quimico en el
proceso de acoplamiento excitacién
contracciéon en amisculo esquelético. Existen
nuserosas evidencias que apoyan este modeloj
entre ellas se ha demostrado que el IP3 abre

los canales de calcio del reticulo
sarcoplassdtico (RS). Por tal motivo, hemos
investigado si estas membranas poseen

receptores a IP3, encontrando una densidad de
receptores de 1-3 pmcles por mg de proteina,
con un Kd de 0.1-0.2 uM.

Se ha demostrado que 1los canales de calcio
poseen sitios de unién a ryanodina, por lo
cual se investigd si los receptores de
ryanodina aislados y altamente purificados
unen IP3. Se encontré que 1los receptores a
IP3 no copurifican con 1los receptores a
ryanodina, indicando que los canales de
calcio sensibles a IP3 son diferentes a los
modulados por ryanodina. Estos resultados
demuestran que las sembranas de RS poseen al
menos dos tipos diferentes de canales de
calcio. Se discutird la proyeccién de estos
resultados en térainos de los wmodelos
posibles de acoplamiento.

Financiado por FONDECYT 972, NIH GM35981

Coordinador: Dr. Tulio Nuniez

TRANSDUCCION DE SENALES JEXTRACELULARES: MBCANISMOS
HOMOLOGOS PARA RESPUESTAS DIVERSAS. (Transduction of
extracellular signals: hamologous mechanisms for
diverse responses.) C. (onnelly. Depto. Biologia
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

enzimas que generan gegqundos mensajeros. Las pro-
teinas G cumplen papeles esenciales en la ragula:uh
de adenilil ciclasa, fosfclipasa C, canales ionicos y
visién., Muy recientemente la hamologia en estos sis-
temas se hizo mas evidente en las células quimiosensi-
bles (epitelio de células alttzﬂ::rzas y de la lengaza)

que hay evidencia para la cnawdlnaczdn entre diferen—
tes sistemas donde los pruducts de una via modulan la
respuesta de otra via ("didlogo* entre receptares).
Estudios de nuestro lahoratorio sabre log mecanis-
moe moleculares que participan en la induccidn de la
maduracidn meidtica en oocitoe de X. laevis indican

de los genes de proteinas involucradas en este
proceso.

ONCOGENES Y PROLIFERACION CELULAR. (Oncogenes and cell
proliferation). Santos, M. Depto. Bioloafa Celular y Ge-
nética, Facultad de ﬁe31c1na Universidad de Chile.

Las células normales pueden dividirse o permanecer en
reposo proliferativo pues cuentan con mecanismos especi-
ficos que regulan su proliferacion. Tales mecanismos se
encuentran alterados en las células tumorales, To que de
termina que &stas se multipliquen y den lugar a la forma
cién de tumores. En los iltimos afios se han acumulado
evidencias que sugieren que los genes que codifican para
muchas si no todas las proteinas reguladoras de la proli
feracién celular corresponden a proto-oncogenes. Mutacio
nes puntuales o reordenamientos cromasdmicos que afecten
a los proto-oncogenes, pueden activarlos convirtiéndolos
en oncogenes, con los consiguientes cambios en la estruc
tura, funcién o niveles celulares de las protefnas corres
pondientes (oncoproteinas) La transformacién celular re
sulta de la accidn concertada de oncoprotefnas particula-
res que interfieren con la funcionalidad de, al menos,
dos compartimientos subcelulares claves en la regulacién
de la proliferacifn celular, como es el caso de la membra
na plasmdtica y del nicleo. En consecuencia, la prolifera
cién de las células tumorales adquiere una antonomia que
practicamente las independiza de la acci6n de factores ex
ternos y las hace capaces de iniciar un nuevo ciclo de di
vision inmediatamente después de finalizar el precedente.
En este contexto, cabe destacar la homologfa estructural
y funcional existente entre algunas oncoprotefnas y algu-
nos elementos participantes en la transduccidn de sefiales
conducentes a un s6lo ciclo de division. En efecto, en-
tre las oncoprotefnas se ha encontrado similes activados
de factores de crecimiento, de receptores para Tos mismos,
de protefnas transductoras tipo G, de quinasas, etc., to
dos los cuales,de una forma u otra determinan o contribu
yen a que una célu]a transformada o cancerosa permanezca
en continua proliferacidn,

Proyecto FONDECYT 1183/90.
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TALLER INTERRELACIONES METABOLICAS ENTRE LAS PLANTAS
Y SU ENTORNO

RESPUESTAS DE LAS PLANTAS A CONDICIONES DE

ESTRES. (Plant responses to stress conditions)
Cardemil, L. Departamento de Biologia,

Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

Las plantas, al igual que todas los
organismos vivos, responden a condiciones de
estrés con sintesis de nuevas proteinas. Entre
éstas debemos mencionar a las proteinas
universales de estrés térmico de 70 kDa y a la
ubiquitina. Esto es 1lo que ocurre en dos

plantas chilenas Prosppis chilensis Y
Araucaria araucana, donde los niveles de mRNA
para ambas proteinas aumentan en forma

significativa, con sintesis de novo de 1la
proteina de 70 kDa y aumento de ubiquitina.
Ambas proteinas protegen a la planta
otorgdndole termotolerancia al calor. La
ubiquitina marca a las proteinas gue han
perdido su conformacidén debido a la condicién
de estrés térmico, permitiendo Qque sean
reconocidas por proteasas y degradadas. Por lo
tanto, libera a la planta de moléculas
incapaces de cumplir su funcidén, guedando en
las células sélo las proteinas que tienmen la
estructura terciaria o cuaternaria adecuada
para su funcionalidad.

En ningun caso, las plantas sometidas a
estrés térmico sufren de una degradacién
masiva de proteinas. Tal degradacidn es un
proceso extremadamente bien regulado en las

plantas. Cualquier senal de estrés del medio
ambiente que pueda significar peligro de
sobrevivencia para 1la planta, induce la
sintesis de un péptidn pequefo que es
inhibidor de proteasas. lLa presencia de tal

inhibidor se debe a sintesis de novo de 1la
molécula, provocada por serales quimicas de
metabolitos secundarios volédtiles como es el

4cido jasménico.

DEGRADACION DE LIGNINA POR HONGOS Y BACTERIAS
(L1gn1n degradatzon by fungi and bacteria).

Laboratorio de Bioquimica
Facultad de Ciencias Biolégicas.
Universidad Catélica de Chile. Casilla 114- D.
Santiago, Chile.

La celulosa, la hemicelulosa y la
lignina son los componentes poliméricos
principales de las estructuras vegetales. La
lignina estd formada por monémeros del tipo
fenilpropanocico unidos porx distintos tipos de
enlace. Por ser insoluble y estereoirregular
es diffcilmente atacada por insectos y
microorganismos, lo que le confiere a esta
macromolécula un rol protector de la célula
vegetal, A pesar de ello, 1la 1lignina es
degradada biolégicamente, proceso en el que

ciertos grupos de hongos Jjuegan wun rol
fundamental.

Evidencia biogquimica obtenida
recientemente indica que los hongos

ligninoliticos poseen un conjunto de enzimas
extracelulares capaces de atacar diversas
preparaciones de lignina. Por su parte, las
bacterias filamentosas degradan
preferentemente lignocelulosas de plantas
anuales, produciendo intermediarios del tipo
ligninoso. Finalmente, existen varios grupos
de bacterias capaces de utilizar
subestructuras de 1la 1lignina como @nica
fuente de carbono y energifa. Entre estas
subestructuras estan las del tipo
arilglicerol-g-ariléter gue contienen el
enlace f-0-4, el m&s abundante de la lignina.
Estos compuestos de bajo peso molecular son
liberados por la accién de 1los hongos en
ambientes en 1los que estid ocurriendo 1la
ligninolisis. De esta manera, bacterlas y
hongos actuarian conjuntamente en la
transformacién completa de lignina a COz.

Coordinadora: Dra. Luz Maria Pérez

RESPUESTAS METABOLICAS DE LA CEBADA AL ESTRES HIDRICO Y
BAJAS TEMPERATURAS. (Metabolic responses of barley to
water and cold stress). Corcuera, L.J., Zdfiga, G.E. y
Alberdi, M. Departamento de Biologia, Facultad de Cien-

cias, Unjversidad de Chile; Instituto de Botdnica, Uni-
versidad Austral de Chile, Valdivia.

La escasez de agua y las bajas temperaturas son algu-
nos de los factores ambientales mds limitantes para el
crecimiento de Tas plantas en el mundo. A pesar de su
importancia, los mecanismos moleculares de resistencia
a la sequia y al frfo son aln poco comprendidos. En es-
te trabajo se pretende discutir algunos de los cambijos
metab6licos que ocurren en las plantulas de cebada (Hoxr
deum vulgare) sometidas a estos dos factores Timitantes.

Plantulas bajo estrés hidrico acumularon prolina, gli
cil-betaina, glucosa y 1ipidos polares. Plantas trata -
das a baja temperatura, en cambio, no acumularon proli-
na ni betaina, pero si 1ipidos polares. La proporcién
del dcido 1inolénico en varias fracciones de 1ipidos po
lares vari6 significativamente. Este y otros cambios me
tab8licos observados parecen tener importancia en 1la
adaptacibn al estrés. Sin embargo, plantas sometidas a
estrés hidrico se hicieron susceptibles al ataque de &-
fidos. Glicil-betaina podria ser el factor suscept1b111
zante, pues aumentd la reproduccidn de los insectos ali
mentados con una dieta artificial.

Financiado por FONDECYT 1126-89 y 0897-88/DIC-UACH

INTERACCION PLANTA-FITOPATOGENO: UN MODELO DE
DEFENSA DEL TEJIDOD VEGETAL . (Plant—
phytopathagen interaction: the plant tissue
defense model). Pérez, L. M. Dep. Biog. Biol.
Molec., Fac. Cs. Quim. Farm., Univ. de Chile.

Los tejidos vegetales se encuentran
expuestos al ataque de <fitopatdgenos. Para
defenderse de esta agresién, poseen la
informacidén génica que les permite sintetizar
entre otros, a metabolitos secunodarios, de
bajo peso molecular, llamados fitoalexinas.

La especificidad para el ataque de un
patégeno parece estar dada por factores de
reconocimiento que involucran la presencia de
glicoproteinas, tanto en la superficie del
patégeno como de la planta.

La secrecién de enzimas hidroliticas le
parmiten al patégeno disolver la pared celular
vegetal, pero a su vez permiten generar
fragmentos de pared celular que actuan como
inductores de la respuesta defensiva de 1la
planta.

El conjunto de factores involucrados en el
reconocimiento del fitopatdgeno vy ta planta,
junto con los mecanismos defensivos que ésta
induce, se plantean en un modelo que puede ser
resuelto experimentalmente. El modelo es
aplicable al mejoramiento genético de plantas
sensibles al atague por patégenos.

FONDECYT

Financiado por (157/88) y DTI (B

2950~-8923).



TALLLER IMPACTO DE LA BIOLOGIA MOLECULAR Y CELULAR
EN EL DESARROLLO DE LA BIOMEDICINA

LA FIBROSIS QUISTICA: UNA ENFERMEDAD PARA UN ESFUERZO
CONJUNTO. Eguiguren, A.L., Vergara, L., Hidalge, J.,
Riguelme,G., Liberona, J.L., Barros,F., Caviedes,R.,
Riveros,N., Orellana,0., Valenzuela,C., Largo,I.,
Avendafio,I., Latorye,J.C., Wolff,D. y Stutzin,A. (Pro-
yecto Multidisciplinario en Fisiopatologfa Molecular).
Deptos. de Medicina Experimental, Fisiologfa y Bioffi-
sica, Bioqufmica y Biologfa Facultad de Medicina. U. de
Chile,Centro de Estudios Cientificos de Santiago(CECS),
Depto. de Genética, Enfermedades Respiratorias y
Anatom{a Patoldgica Hosp. Calvo Mackenna y Fac.de Cien-
cias Universidad de Chile.

La fibrosis quistica(FQ) es la enfermedad genética
recesiva letal mas frecuente en la poblacién caucésica,
con una frecuencia de 1/1800 en EEUU y 1/4000 en Chile.
Esta enfermedad, descrita como una entidad patolégica
independiente en 1938, constituye hoy uno de los mayo-
res desaffos para la medicina moderna, debido a
su elevada frecuencia y costo vital. La sobrevida prome
dio actual en Chile bordea los dos afios, y la edad pro-
medio de diagnéstico es similar. El cuadro clinico se
caracteriza por un compromiso multi-orgénico, afectando
esencialmente las gléndulas exocrinas. La causa de muer
te en la mayorfa de los casos se debe a cuadros respira
torios terminales. El defecto basico responsable de la
expresién fisiopatoldgica parece ser una alteracifn en
la permeabilidad de la membrana celular al cloruro. Con
el clonamiento del gen de la FQ en 1983, ha comenzado
una nueva etapa en la exploracién de la enfermedad, en
lo que se refiere a diagnéstico de certeza prenatal,
identificacién de o de las protefnas mutadas, manejo
terapéutico y terapia genética. La convergencia de las
diferentes disciplinas biolégicas,bésicas y clfinicas es
sin duda el camino que nos permitiri resolver este pro—
blema. E1 rol que juegan la biologfa celular y la biolo
gia molecular, orientadas hacia la fisiopatologfa mole-
cular es crucial. Es nuestra intencién demostrar la fac
tibilidad de proyectos multidisciplinarios orientados a
resolver problemas biomédicos de primera magnitud, (Fi-
nanciado por FONDECYT 0448-88 y Cystic Fibrosis Found.)

CITOLISIS MEDIADA POR CELULAS Y SU APLICACION TERA-
PEUTICA. (Cell mediated cytolisis and_its therapeutic
application). Miranda, D', Gaggero, AS, sepilveda,C3,
Puente, J. Depto. Bioqufmica y Biologfa Molecular.
Facultad Ciencias Qufmicas y Farmacéuticasl. Depto.
Microbiologfa? y Laboratorio de Inmunologfa3. Hospital
Clfnico, Facultad de Medicina. Universidad de Chile.

La Citolisis mediada por c€lulas NK o células "agre
soras naturales" es espontinea y se caracteriza
por lisar células tumorales, transformadas por virus
y bacterias. Por esta razén, se 1les ha asignado
un papel dentro de los mecanismos defensivos contra
neoplasias e infecciones virales y bacterianas.

Diferentes hormonas y factores de crecimiento
pueden estimular esta actividad citolftica 1lo que
adquiere gran relevancia por las posibilidades terapéu—
ticas de las patologfas ya mencionadas en las cuales
la actividad citolitica es muy baja o nula. La linfo-
quina interleukina-2 (IL-2) es capaz de inducir
una nueva actividad citolftica m&s amplia y més
eficiente. En esto se basa la inmunoterapia adoptiva
(anti-neoplésica) que utiliza linfocitos sanguineos
periféricos (PBL) o linfocitos que infiltran el
tumor (TIL) del paciente, se tratan in vitro con
IL-2 y posteriormente se administran nuevamente.

Nuestro interés se ha centrado en el estudio
de loe mecanismos bioquimicos involucrados en la
citolisis y en la futura aplicacién de este abordaje
terapéutico.

Proyecto FONDECYT 90-1115.

Coordinador: Dr. José Minguell

INTERACCIONES CELULA-CELULA Y CELULA-MATRIZ EXTRACELULAR:
IMPLICACIONES EN LA BIOLOGIA DEL TRASPLANTE DE MEDULA
OSEA (Cell interactions and bone marrow transplantion).
Minguell, J.J. Biologfa Celular, INTA. Universidad
de Chile.

Una de las etapas primarias en la iniciacién
del proceso hematopoyético, es el reconocimiento
mutuo entre célula progenitora hematopoyética y estroma
o microambiente medular. Este proceso implica finalmen—
te que la célula progenitora se ubica (homing) en
un lugar preciso y recifén allf es capaz de iniciar
los procesos de proliferacifn y diferenciacidén celular.
El mecanismo de homing implica a lo menos dos procesos:
uno mediado por protefnas de anclaje, del tipo de
lectina C que interactuan con manosil y galactosil
glicoconjugados y otro mediado por proteoglicanos
de superficie que interactuan con dominio tipo heparina
en fibronectina. La accién concertada de estos procesos
de adhesion determina especificidad e intensidad
de adhesifn. La posibilidad de manipular experimental-
mente estos mecanismos en "cosechas" de médula Ssea
humana (manejo ex-vivo) permitirfa mejorar la capacidad
de las células progenitoras de 'repoblar' mejor y
mas precozmente la médula, al ser transfundidas
(trasplantes de médula 6sea) a pacientes con alteracio-
nes hematol6gicas o con tumores s6lidos.

En este taller se revisaran conceptos de interac-
ciones celulares adhesivas, su modulacidn por drogas
y la potencialidad de estos tratamientos en terapias
reconstitutivas de 1la funcidén hematopoyética, por
medio de trasplantes de médula Ssea, en su variedad
autéloga o alogénica.

Financiado por Proyectos FONDECYT y Programa Académico
Avanzado, Universidad de Chile.

PATOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR DE LA LITIASIS BILIAR
POR CALCULOS DE COLESTEROL. (Cellular and Molecular
Pathology of cholesterol gallstones). Rigotti, a.,
Miguel, J.F., y Nervi, F. Oepartamento de Gastroentero-
logfa, Facultad de Medicina, P. Universidad Catélica
de Chile.

Las enfermedades de la vesfcula biliar son frecuen-
tes en Chile. Los célculos de colesterol afectan
a 35% de la poblacién mayor de 20 a, de preferencia
a mujeres (45%). Representan la causa de cirugfa
més comin, y son el principal factor de riesgo de
clncer vesicular. Las fases criticas de la enfermedad
son: 1. exceso de secrecidén biliar de colesterol;
2. nucleacién o cristalizacién del colesterol en
la bilis; 3. crecimiento de cristales y aglomeracién
en célculos. El colesterol se secreta en la bilis
solubilizado en vesfculas bilamelares de lecitina.
Existen en la bilis al menos 15 protefnas (la mayorfa
también en plasma) que aceleran o retardan la nuclea-
cién. El1 mecanismo de 8ecrecién biliar de lfpidos
es poco conocida. Trabajos en colaboracién (Dr.
Garrido) demostraron el transportador vesicular
de 1lfpidos dentro del canalfculo biliar (Hepatology
1987; 7: 235), y otrcs (Dr. Brandan) demuestran
la existencia de glicoproteinas asociadas a estas
vesfculas {Gastroenterology 1990; 98:A124). Hemos
demostrado que tanto 1la esterificacién hepéatica
de colesterol como la procduccién y secrecién sinusuoi-
dal de VLDL, modulan reciprocamente la cantidad de coles
terol secretada a la bilie (J.Clin.Invest.1988;82:1818).
En eatudios recientes se ha determinado que las
leguminosas aumentan la saturacién biliar de colesterol
(Gastroenterology 1989; 96: 825; J.Lipid Res.1989;
30:1041) y por tanto, podrian ser un factor de riesgo
de estas enfermedades.

En este taller discutiremos protocolos experimenta-
les en uso, relacionados con secrecién y nucleacidn
de colesterol.


http://Fac.de

TRABAJOS DE INCORPORACION

BSTUDICS DEL MECANISMO DB DIRGRADACION DE FOSFATI-

Departamento Bioguimica,
Universidad de Chile. (Patrocinio: J. E. Allende)

El oocito de j[;lggg;g es un modelo experimental
qQue pemite el de mecanismos de accidén
de hormonas, neurotransmisores y factares de cxe-
cimiento. Log oocitos responden frente a alqunas
sefiales y ademfis la microinyeccitn de mRNA aisla-
do de diversos tejidos condxe a la euqznsezdn fun-
cional de una serie de receptares de membrana.
Esto ha motivado el estulic del sistema de trans-
duccién de sefiales externas cue involucra la acti-
vacién de fosfolipasa C, cor: la generacién a par-
tir de fosfat.zdxl.zmtal(4,5)bzsfosfato de los
mensajeros inoeitcl(l,4,5)trifosfato y

y de tbathtmd;lznasztal(l)thsfato En
este txabu]o se jdentifica una actividad fosfamo-
noesterasa en membranas aisladas de cocitos que
hidroliza al foefatidilinosital (4)foafato a foefa~
tidilinosital y foefato, y que es inhibida en un
1008 par fructosa(l,6)biafosfato (6 mM) y oA-gli-
caral fosfato (10 mM) y parcialmente por fructosa-
(2,6)bisfosfato y foefatidi. glzcerul For otra
parte, se damestra la presancia de una actividad
tbstbl;pasa C que actiia sabre foasfatidilino~

a;tal con la generacién de inomitol(l)foefato y
que no utiliza foafatidilinositol (4)fosfato. Par
dltimo también se encontrd en el sistema fosfomo-
catalizan la hidr6lisis de inosi-

EFECTOS BIOLOGICOS DEL ACEITE DE PESCADO EN SUJETOS
NORMALES Y DISLIPIDEMICOS. ESTUDIO DOSIS RESPUESTA.
(Biological Effects of Fish Oil in Normal and
Dyslipidemic Subjects. A Dose Effect Study). Skorin C.,
Arteaga A., Villanueva C.L., (uasch V., Acosta A.M. y
Leighton F. P.U. Catolica de Chile.

Estudios epidemiolégicos en esquimales sugieren que
aceites de pescado, ricos en cidos grasos w3, tendrian
un importante rol en la prevencién de la cardiopatfa
coronaria arterioesclerética. Acidos grasos w3 se
incorporan a membranas y se sabe que modifican una gerie
de parédmetros bioquimicos. Se estudié el efecto
biolégico y los posibles mecanismos bioqufmicos de
accién con aceite de pescado nacional en sujetos
norsales y dislipidémicos que recibieron 2, 4 y 6g
diarios de fcidos grasos w3, Se evaluaron
fundamentalmente parémetros que, de acuerdo a las
teorias vigentes participarfan en la formacién de placas
aterogénicas: niveles de 1{pidos circulantes, produccién
de eicosanoides, stress oxidativo y funcién peroxisomal.
Los resultados muestran que EPA y DHA se incorporan a
fosfolipidos en suero y membrana a la dosis més baja
utilizada (2g). Se observar cambios en lipidos
circulantes con 4 y 6g de w3, el més importante de éstos
es una disminucién de casi un 50X en los triglicéridos
totales o de VLDL. TxB2 en suero y LTB4 liberado por
células polimorfonucleares, disminuyen cuando la dosis
de w3 es de 4 o 6g diarios. La capacidad antioxidante
del plasma disminuyé con el consumo de aceites
poliinsaturados, sin embargo los niveles séricos de
vitamina E no se wodifican. No se observé efecto del
aceite de pescado en la produccién de acetato o de
cuerpos cetdnicos.

(Financiado por Fondecyt 250/88 y PNUD CHI/88/017).
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Financlado por proyectos FONDECYT 1133-89 y DTI.
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COPOLIMEROS DE ACIDO GLUTAMICO Y TIROSINA SON
INHIBIDORES POTENTES DE LA CASEINAQUINASA IT DE
00CITOS DE X. leavis (Copolymers of glutamic acid
and tyrosine are potents inhibitors of casein ki-
nase I1 from X. laevis oocytes.) Téllez, R.
Departamento ae Bioquimica, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile. (Patrocinfo: Dra. Catherine
Connelly).

Polipdptidos ricos en aminodcidos dcidos inhiben
la actividad de la caseinaquinasa II de oocitos de
X. laevis. La presencia de tirosina en estos po-
Tipetidos aumenta en forma notable su capacidad
inhibidora. Esto ocurre tanto usando casefna como
un péptido sintético, RRREEETTTEEEE, como sustra-
tos. La proporcidn de tirosina en el polipdptido
es importante y se observd que el mejor inhibidor
de 1a enzima es el poliglu:tir (4:1), el cual tie-
ne un Igsp de 20 nM. Este valor es de 250 veces
inferior al I?o del homopolimero de dcido glutdmi-
co de peso molecular semejante.

La inhibicion por poliglu:tir (4:1) es de tipo
competitivo con respecto a casefna como sustrato y
puede ser revertida completamente aumentando la
fuerza jdnica.

La capacidad inhibidora relativa de los polipépti-
dos analizados es, en orden descendiente:
poliglustic (4:1) > poliglu:tir (1) > poliglu >
poliglu:fenilala (4:1))poliglu:ala (6:4) >
poliglu:leu (4:1}.

E1 mayor efecto inhibidor de potiglu:tir (4:1) se
observa también sobre la actividad de caseinaqui-
nasa II de otros origenes, por lo cual parece ser
un efecto comun sobre este tipo de enzimas.

Apoyado por FONDECYT, The Council for Tobacco
Research y la Universidad de Chile.



COMUNICACIONES LIBRES

LAS PROTEINAS NO HISTONICAS MATERNALES SE LOCALIZAN EN
LA REGION APICAL DE LAS LARVAS PLUTEUS DE Tetrapygus ni-
greg. {Maternal non histones chromosomal proteins are
clustered in the apical region of Tetrapygus niger plu-
tei larvas). Abuter, E., Puchi, M.] Imcgenefz , M.
Depto. BiologTa Molecular, Universidad de Concepcion.
Las protefnas cromosomales no histéncias (PCNH) en
eucariontes son muy heterogeneas y tejido especificas.
A la fecha se desconoce el destino de las PCNH de ovoci-
tos post-inseminacion (p.i.) y su distribuci6n diferen -
cial en el embrién. Con el objeto de investigar este
problema en el erizo de mar Tetrapygus niger, se aisla-
ron PCNH desde ovocitos obteniéndose anticuerpos anti
PCNH en conejos. Los sueros obtenidos fueron utilizados
para detectar la prevalencia de las PCNH de ovocitos en
estados larvales de desarrollo por técnicas de Western
Blot e inmunocitoquimicas. El sistema de detecci6n uti-
lizade fue el de streptavidina-biotinilada unida a pe -
roxidasa como enzima marcadora.

Los resultados obtenidos utilizando Western Blot de -
muestra la prevalencia de la mayorfa de las PCNH mater -
nas hasta etapas larvarias de desarrollo. Mediante el
uso de técnicas inmunocitoquimicas se verifico la presen
cia de PCNH provenientes de ovocitos solamente en n(cleos
de embriones. Con la técnicas permeabilizacién de los
embriones enteros se logré determinar la localizacion
preferencial de PCNH de ovocitos en la zona apical de la
larva de 72 horas p.i.

Se discuten estos resultados en funcién del posible
rol de las PCNH de ovocitos en la determinacion del li-
naje celular.

Financiado por Proyectos 20.31.17 y 20.31.35, Universi-
dad de Concepcitn y FONDECYT 0789/88.

Recuperacidn de Lactasa de Kluyveromyces fragilis por
permeabilizacién celular y sU caracterizacion. (K. fragi
lis B-galactosidase: extraction by cellular permeabiliza
tion and characterization). Aguirre,C., Curotto,E.,
O'Reilly,S., Cortés,Y. y hhnc1?ia,ﬁ. Instituto de Quimi
ca. Universidad Cat6lica de Valparaiso. (Patrocinio :

G. Gonzélez L.).

La lactasa (E.C.: 3.2.1.23) de la levadura K. fragi
lis presenta un pH 6ptimo adecuado para la hidrblisis de
leche y suero dulce, ademis es un sistema sanitario com-
patible de ser utilizado en alimentos. E1 objetivo de
esta investigacién es la permeabilizacién de K. fragilis
para la extraccién de la B-galactosidasa intracelular y
su caracterizacibn. Posteriommente se pretende inmovili
zarla para la elaboraci6n de un catalizador sblido utili
zable en la industria lictea. La permeabilizacibn celu-
lar se realiza con alcohol isoamilico (A.I.), se estudia
el efecto de la concentracién de éste, el tiempo de agi-
tacién, lavado de células y la concentracién celular.

Se analiza la difusién de la lactasa en funcibn del tiem
po a dos concentraciones de A.I. De acuerdo a los resul
tados obtenidos se observa permeabilizacibn irmediata a
baja concentracién de A.I. (2% v/v). El lavado de las
células disminuye el % de recuperacién de la enzima,
aumentando la estabilidad de &sta en el crudo. Con este
sistema es posible permeabilizar células a concentracio
nes entre 0.5-200 gr/L, sin lisis, obteniéndose una re-
lacién lineal entre actividad enzimitica y concentracién
celular. En cuanto a la velocidad de difusién de la lac
tasa se observa una dependencia con la concentracién de
A.I.. La enzima presente en el crudo es activada por
Mn+*2, presentando un pH 6ptimo de 6.6 y una temperatura
de mayor actividad a 37°C, Km 2.2mM y Vmax. 30.93 mM/min
(ONPG); Km 16.56 mM y Vmax. 14.45 mM/min (lactosa). Se
observa un aumento en la estabilidad en presencia de di
ticeritritol en el almacenamiento (7°C) y pérdida de 1a
actividad entre 40-50°C a diferentes pHs en tiempos no
mayores de 4 horas.

Proyecto FONDECYT: 0288-89.

DETECCION DE AGENTES GENOTOXICOS DIRECTOS E INDIRECTOS
EN EXTRACTOS DE MATERIAL PARTICULADO DEL AIRE DE SANTIA_
G0, MEDIANTE EL TEST DE AMES(Assay of direct and indi-
rect genotoxic agents in organic extracts from Santiago
air borne particles,by Ames test)Adonis,M.,Silva,M.,
Gallardo, F.,Cardenas,S.anc Gil,L. Departamento de Bio-
quimica,Facultad de Medicina, Universidad deChile.

Hidrocarburos aromiticos policiclicos{HPAs) y nitro aro-
maticos (NA) han sido identificados como compuestos res-
ponsables de la mutagenicidad de extractos de aire de di-
ferentes ciudades del mundo. Diversos estudios han sefa-
lado a los HPAs como pre-mut&genosya que requieren ser
activados por el sistema end6geno de las monooxigenasas
P-450. En cambio los NA pod-fan considerarse como mutége-
nos directos, ya que no requieren de activacién metab6li-
ca. Este estudio ha estado destinado a determinar la mu-
tagenicidad bacteriana y la contribucién de HPAs yNA en
la la mutagenicidad de extractos particulados obtenidos
del aire de Santiago de Chile, entre Febrero y Junio de
1990 de un &rea de alta concentracién de partfculas (Pla-
za italia). Los estudios de mutagenicidad se realizaron
con Salmonella typhimurium TA98, TA9BNR( deficiente en
nitroreductasa) y TA 98/1,8DNP(deficiente en esterifica-
cién hidroxilamina); segdn el protocolo de Ames y col.
Los estudios de mutagenicidad bacteriana revelaron un
potencial mutagénico alto en todos los extractos analiza-
dos, obteniendose una respuesta positiva con la cepa TA98
con y sin activacién metabtlica; siendo mayor la respues-
ta con activacién metabblica(+59)., Estos resultados indi-
can la presencia de HPAs en los extractos y nos sugieren
la presencia de NA,Los resultados obtenidos con la cepa
TA98NR, nos indicaron que la respuesta positiva con la
TA98(-59) puede deberse a compuestos aromiticos nitro.

Financiado por los proyectos FONDECYT 0863/88 y de la
OfA.-

CARACTERIZACION INICIAL DE UN SISTEMA IN VITRO PARA ME-
DIR TRANSPORTE DE HIERRQ NO ASOCIADO A TRANSFERRINA.
(Initial characterization of an .in vitro system to deter
mine non-transferrin iron transport). *Ahumada, A. 'y ~
Narez, M.T. Departamento de Biologfa, FacuTtad de Cien-
cias, Universidad de Chile.

El proceso de transporte de Fe en reticulocitos compren
de cuatro pasos fundamentales: 1) Uni6n de Fe-Transferri
na (Fe-Tf) a su receptor (R) de membrana; 2) Endocitosis
del complejo ternario R-Fe-Tf; 3) Disociaci6n del Fe del
complejo ternario por acidificacién intravesicular y; 4)
Reduccién del hierro y transporte al citoplasma para su
incorporacifn en el grupoc Hem de la hemoglobina. Esta
Gltima etapa implica transporte de Fe independiente de
Tf. En este trabajo nosotros definimos un sistema mode
To "in vitno" para estudiar el transporte de Fe no aso-
ciado a Tf.

Se prepararon fantasmas de reticulocitos por lisis hipo
tonica y centrifugacién en gradiente de sacarosa. Los
fantasmas se sellaron por incubacién en salino con 1 mM
Mg2*. Como prueba de sellamiento se determindé la permea
bilidad de albimina de bovino marcada con 1 251 y la ac
cesibilidad de 1a gliceraldehido 3-P-deshidrogenasa.Los
fantasmas sellados fueron examinados por microscopia de
luz y electrinica de barrido y se hicieron medidas ciné
ticas de incorporaci6n de 59Fe. Los resultados indican
que i) se cuenta con fantasmas sellados que tienen un
sistema de transporte de Fe2*, ii) la interaccidn de Fe
con los fantasmas es saturable, y iii) el sistema de
transporte es asimétrico respecto a la dependencia a
temperatura.

Financiado por FONDECYT 1003-88 y D.T.I. 8-2200.
*Becario CONICYT.



RESUMENES

GRUPOS SULFHIDRILOS EN LA CARBOXIQUINASA FOSFOENOLPIRUVI
CA DE $. cerevisiae. (Sulfhydryl groups in §. cerevisiae
phosphoenolpyruvate carboxykinase). Alvear, M., Enci -
nas, M. V, Jabalquinto, A. M. y Cardemil, E. Departamento
de Quimica, Universidad de Santiago de ChiIe.

La carboxiquinase fosfoenolpirfivica de levaduras (oxa-
loacetato + ATP === ADP + CO2 + fosfoenolpiruvato), al
igual que la enzima de otras fuentes, es fuertemente inac
tivada por reactivos de grupos sulfhidrilos.

Mediante el empleo de DTNB, se puede demostrar que es
taenziha posee sus 10 cisteinas/subunidad como grupos SH 1i
bres, y al menos dos residuos reactivos en el sitio de
unidn del nucledtido. Estos dos grupos se encuentran
préximos, ya que puede demostrarse la formacifn de un
ditiol (-$-S-), inducido por DINB., Ademds, la enzima es
inactivada por diversos reactivos especificos para grupos
SH vecinos, y la modificacién con pireno-iodoacetamida
(aprox. 2 moles/mol subunidad) conduce a la emisidn de
fluorescencia caracteristica ce un excimero. La marca -
cibn con pireno-maleimida (1 mol/mol subunidad), y la de
teccidn de dos péptidos fluorescentes luego de digestidm
triptica, indican que en este caso se produce la marca -
cifn mutuamente excluyente de dos grupos SH reactivos. A
través de estudios de apagamiento de la fluorescencia y
de tiempos de vida, se deduce que estos grupos presentan
distinta exposicidn al solvente, indicando una distinta
orientacidn para ellos,

Los resultados obtenidos permiten concluir cue la enzi
ma de levaduras (tetrédmetro, dependiente de ATP), presen
ta dos sulfhidrilos vecinos, igualmente reactivos, en el
sitio de unién del nucleStido. Este hecho constituye una
diferencia importante con 13 enzima de higado de rata @m
némero, dependiente de GTP), que presenta un sélo grupo
SH reactivo en la zona equivalente, Por comparacién de
las secuencias primarias de diversas carboxiquinasas fos
foenolpiriivicas dependientes de ATP y de GTP, se sugiere
que uno de los grupos SH reactivos de 1la enzima de leva-
duras serfa la Cis-286. Financiado por FONDECYT 88-1060,
DICYT-USACH y TWAS-BC-898-119.

CARACTERIZACION DE UN ANTICUERPO MONOCLONAL CONTRA EL
RECEPTOR DE FIBRINOGENO N PLAQUETAS HUMANAS
(Characterization of a monoclonal antibody against

human platelets fibri n receptor). w
. ﬁelr-mo ogia, Fac. Cs. Boi.,

P. Lhiverstd Catbnca de Chile.

El receptor (rcp) de fibrinégeno (fg) en
tas humanas es un dominio del complejo formado
las gucopxoteinu IIb y IIla. Su es5ién
de activacién plaquetaria por dlversos
nlstas, de los cuales el més 110:tante es el ADP.
la formacién de este cosplejo y su rol como

rcp son dej ientes de calcio.

La unién del gla las plaquetas es determinante
en la formacién del tapén plaguetario: la primera
barrera que impide el sangramiento al romperse un vaso
sanguineo. Paclentes con Trombastenia de Glanzmann
son deficientes en el complejo IIb/IIla y, por lo
tanto, son incapaces de unir fg y formar el tapén
plaguetario.

Desarrollamos anticuerpos
irmmizando ratones Balb/c con p .
De 133 AMC que se unen a PH (por IFI y ELISA) sélo 14
se unen al ccwlejo IIb/1I1la (poz ELISA con antigeno
captu:agg!)‘ . dellos 1; Qi&*ﬂi ;nzclalnnte la
agregac laquetaz a en forma dosis-dependiente, y

(3C10) 1la iq)ide totalmente. E1 AMC 3C10, de
1sat1po 1gG2a lado a sefarosa 4B purifica, a
partir de un .'llsado plaquetaxio, dos pollp‘gtldoa de
pesos moleculares aparentes KD en
condiciones no reductoras, y de 120 100 KD en
condiclones reductoras. La nigzacibn de estos
polipéptidos es similar a la reportada para las
qllcogct:teinas IIb y IIIa.

o8 resultados suglieren ?:.E el epitope que
reconoce el AMC 3C10 en plaquetas se:la el rcp
del fibri o un sitlo tercano a és

El etivo a largo p. :odetetxahajoes
caracterizar el cgeen cuanto a su dependencia de
mlclo y agonistas activacién, usando el AMC 3C10.

Fenltlz& cuantificar el xeoepto: y hacer el
diagnést de pacientes con Trosbastenia de

monoclonales (AMC),
tas humanas

Financiado parcialmente por FONDECYT y P.U.Catélica.
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UN PROTEOGLICAN DE LA MATRIZ EXTRA CELULAR MUSCULAR,
SIMILAR A DECORINA, AUMENTA LUEGO DE DENERVACION. ( A
muscle extra cellular matrix proteoglycan, decorin-like, increase after
denervation ). Andrade Y. y _Brandan E. Unidad de Neurobiologia
Moiecular, Departamento de Biologfa Celular y Molecular, Facultad de
Ciencias Bioldgicas, P. Universidad Catdlica de Chile.

El control de 1a expresibn de macromoléculss presentes en la metriz
extracelular (MEC} es un problema complejo y stractivo. Hemos
demostrado qté 1a denervacion de misculo esquelético produce un aumento
en la sintesis de proteogiycanes (PGs) presentes en 1a MEC. En este trabajo
hemos caracterizado los PGs de MEC de muisculo ssquelético de rate y se
identificd de ellos ia especie que sumentabs con Ja denervacién.

La caracterizacion de los PGs presentes en 1a MEC de misculo esquelético de
rats, revela 18 presencia de PGs de hepardn, condroitin y de dermatan
sulfato de diferente tamefio. La sintesis del PG de dermatén sulfato sumentd
notoriamente tras ls denervacion del misculo. La caracterizacion de éste
reveld un peso molecular de entre 80-110 Kda., ¢l cual presenta un
esqueleto proteico de 39- 43 Kda. Tante el anélisis de los carbohidrates,
como del esquelets proteico a través de tratamiento con proteasss, sugieren
que ¢} PG de dermetén sulfeto se perece o decorine, un PG sintetizado y
secretado por fibroblastos. La principal diferencia entre ¢l PG muscular y
decorine, radica en que este Gitimo tiene un pess de 110-120 Kd. Andlisis
de Yas cadenas de glicosaminoglycanes (GAGs) revelan que la codens del PG
de decorine es de mayor tamafio que las provenientes del PG de dermatén
sulfato del missculs.

Estos resultados sugieren que la denervacion del misculo esquelético
produce principslmente un aumento en la sintesis de un PG de dermatsn
sulfato, el cual presents similitud a decorina sintetizada por fibroblastos.
Estamos identificando & nivel molecular este PG, asi como también ¢ tipo
celular responsable de su sintesis en el tejido muscular.

Financiedo por Fondecyt 569-89 e IFS 1407/1 .

EFECTO DE LA ADMINISTRACION NEONATAL DE MPTP
EEDQ Y 6~OEDA EN EL SISTEMA DOPAMINERGICO ESTHIATAL b -]
LA BATA, (Effects of the neonatal administration of
NPTPAMPP*, EEDQ and 6~OHDA in the striatal dopaminer-
gic system of the rat), Arquercs, L.y Murrin, L.C.
Serv. de Pisiopatologfa, Fao, Mediocina; Univ, de Chile
¥ Dept. of Pharmacologys Univ. Nebraska Medical Center
XE, USA, (Patrocinio: N.C. Inestrosa).
ge investigé la destrucoidn selective de 1as neuronss
dopaminérgicas nigroestriatales mediante diversos neu-
rotéyicos en ratas recien nacidas,
A ratas de 2 dfas se adminisirdi1) Neurotéxico dopami-
nérgioo {-metilg-~fenid, 1,2,3,6 tetrahidropiridina
(MPTP) o su metabolito sotivo 1-metil s4-tenilpiridi -
ndum ?mw-) por via intracerebral (:I..v., 30-360 ug) o
8.0 (10~30 mg/kg). 2) DNI (20mg/Kg) y el neurotéxico
monoaminérgico de 6-hidroxidopamina (6~OHDA) 50 ug iwv.
on cada hemisferio. 3) el inactivador irreversible de
tores N-etoxicarbonil 2-etoxil 1,2-dihidroquinoli
? ) 10~20 mg/Rg i.p. 96 determiné Dopamina (DA),
nomc, norepinefrina (n y receptores D1 y D2 estria—
tales & los 4-60 dfas.
El MPTP i.ve 0 840¢ no causé alteraciones en los nive-
les DA y DOPAC. Rl MPP* 30-60ug i.v. reduce el conteni
do de DA y DOPAC a 24-27% y 47-50%. Dosis mayores son
letales. Administracidn s.c. de 20-25 mg/Xg dursate 7
dfas dieminuyen 1a DA (21%) y DOPAC (15%¢). La 6~OHDA
produce entre los 4-50 dfas disminucién del 99% del
oontenido de DA y DOPAC. La NA en el hipocampo no fue
afectads y se reduce en 30-40% en el esiriado. los re—
ceptores D1 en némeros no cambian a los 4 dfas pero LT3
tén reducidos en 30% & los 15 y 30 dfas. los recepto -
res D2 en nfmerc no se modifioan. X1 EEDQ csuss una Ie
duooién en receptores D1 y D2 (604 y 45%) oon un sumen
to de DA y DOPAC estriatal,
Bstos datos indican que 1la 6-OHDA y EEDQ pueden utili-
sarse pars determinar 1a importancis del terminal dopa
minérgico y/o neuronas intra estristales en el dolum
1lo de los sistemas neuronales estiristales.



R 370

ACEITE DE PESCADO Y FUNCION PEROXISOMAL. ACCION
SINERGICA CON DROGAS HIPOLIPIDEMIANTES. Fish 0il and
Peroxisomal FPunction. Synergism with Hypolipidemic
Drugs. Barriga,C., Miquel,A., Necochea,C., Solis de
Ovando,F., Vera,G.*, Leighton,F. P. Universidad
Cat6lica de Chile y *Universidad de Chile.

Se estudié si los peroxisomas participan en la respuesta
biolégica a los aceites de pescado (AP) suministrados
en la dieta. Los AP son ricos en 4cidos grasos w3 que
son buenos sustratos peroxisomales. Se utilixé ratas
alimentadas con 10X o 18% de aceite en la dieta y, a la
vez, razones w3/w6 variables por metcla de AP y aceites
vegetales. Se hicieron observaciones en fracciones
subcelulares, en hepatocitos aislados y en animal
entero. Observamos que la oxidasa peroxisomal de &cidos
grasos es inducida selectivamente tanto por dietas ricas
en w3 como por la droga hipolipidemiante bezafibrato,
¥ que existe sinergismo. En hepatocitos aislados se
detects aumento de la funcién de Px en respueata al
incremento de w3/w6 en la dieta. Se midié con varios
sustratos la generacién de H, 0, y acetato libre
(actividad de Px) y de cuerpos ceténicos (actividad
mitocondrial)., Por ser los #&cidos dicarboxilicos
sustratos de Px, en animal entero se estudié 1la
velocidad de metabolizacién del Acido dodecanedioico,
encontréndose que aumenta en funcién del incremento de
w3/w6.En ratas tratadas con aceite y, o, besafibrato se
encontré una elevacién significativa en los niveles
basales de acetato libre plasmético, caida de cuerpos
ceténicos y aumento de los &cidos dicarboxilicos cortos.
Concluimos que, por primera vez, se detecta en animales
normales la actividad peroxisomal de B-oxidacién y su
modificacién experimental; y que el aceite de pescado
y las drogas hipolipidémicas aumentan la B-oxidacién
peroxisomal, existiendo sinergismo entre ambos.
(Financiado por FONDECYT 250/88 y PNUD CHI/88/017)

PRODUCCION DE PROTERSAS EN COLATIVO DE TEJIDOS DE
CARICA candamarcensis (Production of protesses in
tissue culture of C. candamarcensis). DBustos, Ry
2uhiga, G. E. Departamento de Quimica, Facultad de
Ciencia, Universidad de SantiaQgo de Chile, Casilla
5659-2 Santiago. (Patrocinio: E. Cardemil)

Las proteasas constituyen w grupo de enzimas de
amplio uso por el hombre. Mediante la técnica del
cultivo de tejidos vegetales es posible obtener estas
enzimas. Sin embargo, su actividad esta regulada por
diversos componentes del medio de cultivo. En este
trabajo se describen los efectos de  algunos
camponentes del medio de cultivo sobre la actividad de
proteasas de callos de (. candamarcensis.

Los callos fueron obtenidos a partir de peciclos de
plantas adultas, utilizando el medio NN suplementado
con Adcido naftalenacetico y cinetina (1:5 p/p). Se
estudiaron los efectos del contenido de nitrdgeno,
sacarosa, vitaminas y fitorreguladores sobre el
crecimiento de los callos y su actividad proteolitica.
La actividad enzimatica fue evaluada determinando la
cantidad de caseina degradada, mediante el método de
Bradford (limite O.1 pg/ml).

La actividad proteclitica del medio cantrol fue
superior a la actividad de enzimas comerciales como
papaina tipo IV (SIGMA) y quimopapaina. Al disminuir
el contenido de sacarosa del! medio (2,5 al 0,%%), -
obtuvo una actividad enzimidtica mayor que en el
control. El resto de los componentes no  tuvieron un
efecto por sobre el control.

Los resultados demuestran que callos de C.
candamarcensis son capaces de prodcir enzimas
protecliticas in vitro, cuya actividad depende de los
componentes del medio de cultivo. Esta capacidad
sugiere el potencial de esta técnica en el desarrollo
de biorreactores para la produccién continua de estos
metabolitos.

Financiado por Universidad de Santiago de Chile, DICYT

RESUMENES

PROTEINAS SECRETADAS POR Trichoderma bharzianum
(Proteins secreted by Irichoderma bharzianum).
Brave, R., Chiong, M., Pérez, L.M.. Dep. Biog.
Biol.Mol.,Fac. Cs. Quim. Farm., Univ.de Chile.

Uno de 1los mecanismos involucrados en 1la
infeccién fungica de las plantas, es la
secrecién de enzimas que hidrolicen los
componentes de la pared celular vegetal.

Se estudid la sacrecidn de pectinasa
(aPGA), endoglucanasa (aCMC) y celulasa total
(aPF) por el hongo T. harzianum crecido en los
siguientes medios de Mandels adicicnados con:
a) pectina citrica, é b) celulosa
microcristalina ¢ c) pectina citrica +
celulosa microcristalina. Se analizdé ademds,el
parfil de proteinas excretadas en cada
candicidén por PAGE-SDS mediante tincién
directa con azul de Coomassie 6 mediante PLIS
blot (glicoproteinas).

LLa aPGA se detectd solamente en los medios
que contenian pectina, mientras que las aCMC y
aPF se daetectaron solamente en los medios que
contenian celulosa. La combinacidn de
inductores, modificé los niveles de actividad
de las enzimas excretadas, estimulando 1la
aPGA. El perfil de las proteinas excretadas en
cada situacién difiere entre si, aun cuando la
mayoria dié wuna reaccién positiva al ser
analizadas por PLIS blot (glicoproteinas).

Los resultados permiten concluir: a) un
medio (c) similar en composicién a la pared
celular vegetal, induce principalmente a la
aPGA, b) la excrecién de la mayoria de las
proteinas en la forma de glicoproteinas
facilitaria su anclaje a los polisacdridos del
tejido vegetal, durante la hidrélisis de la
pared celular.

Financiadn por FONDECYT (157/88) vy DTI (B
2950-8923).

EL RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMAL SE
ASOCIA AL CITOESQUELETO EN GLANDULAS GASTRICAS AISLADAS
DE RATA. (Epidermal growth factor receptor associates to
the cytoskeleton of isolated rat gastric glands). Calde-
rén, F., y Gonzdlez, A. Depto. de Inmunologia Clinica y
Reumatologia. Fac. de Madicina y Depto. de Biologfa
Celular y Molecular, Fac. de Ciencias Biolbgicas. Ponti-
ficia Universidad Catblica de Chile.

El factor de crecimiento epidermal (EGF) ademis de su
acci6bn mitbgenica, que ejerce sobre una gran variedad
de células con capacidad proliferante, inhibe la secre-
ci6n gastrica de HCl, efecto que implica una accibn
sobre las células parietales del estémago. Estas
células son altamente diferenciadas, no proliferan, y
su ciclo secretor se acompafia de cambios morfolbgicos
que afectan al polo apical e involucran la intervencibn
de elementos del citoesqueleto celular. Hemos demostra-
do previamente que el EGF es capaz de inhibir estos
cambios y planteado que la funcibn del citoesqueleto de
las células parietales podria ser afectada por este
factor (Gonzalez y cols. 1981.J. Cell Biol. 88;108-114).

El receptor de EGF (R-EGF) es una proteina de PM 170
kDa que atravieza la membrana plasmatica, exponiendo un
dominio extracelular que une EGF y un dominio citoplas-
matico con actividad tirosina kinasa. En este trabajo
damos evidencias, mediante inmunoblot cuantitativo, que
este receptor se asocia al citoesqueleto de gléandulas
gastricas aisladas de rata. En efecto, s6lo un 30-50%
del R-EGF es extraido de las gléndulas incubadas en
soluciones de baja fuerza i6bnica conteniendo 0,1 - 1,5%
Tritdén X-100. (Financiado por FONDECYT #0249/87).
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IMPORTANCIA DE UN RESIDUO DE ARGININA EN EL SI-
TIO ACTIVO DE R-LACTAMASA DE Shigella flexneri
{(Importance of an arginine residue on the active
site of B-lactamase from Shigella flexneri).
Campos, M., Alarcén, M., Gonzdlez, H., Sdnchez,
K.y CarvajaT, N. Departamento de Qufmica, Fa-
cultad de %1enc1as, Universidad de Concepcidn.
Para determinar el mecanismo de resistencia bac
teriana a antibiéticos de gran utilidad como las
penicilinas y cefalosporinas, es vital diluci-
dar el sitio activo de B-lactamasas. Este estu
dio se basa en la posible funcidn de un residuo
de Arg en la accidén de la B-lactamasa de Shige-~
11a flexneri UCSF-129, cepa patfgena, causante
de graves estados diarreicos en Ja poblacién in
fantil. Se trabajé con enzima purificada por
cromatografia de afinidad en geles de agarosa-
dcido fenilbordnico. Se modificé quimicamente
la enzima con fenilglioxal, en una relacifn mo-
lar de 1/830, inactivdndose en los primeros 20
minutos de la reaccidn, en presencia de fosfato
sédico 50mM pH 8,3, con una constante de inacti
vacién de 0.91 min~ Por electroenfoque se
constaté su modificacién, ya que se detectd una
disminucién en el pl, equivalente a la pérdida
de una carga positiva. Esta fue protegida por
cefradina, 1o que indicaria que Ta modificacién
de arginina se 1lev6 a cabo en su sitio activo.
Se constatdé, por espectroscopfa diferencial,que
el proceso no conllevd cambios conformacionales.
Resultados similares se obtuvieron con 2,3 buta
nodiona. Esto implicaria que un residuo de ar-
ginina serfa critico para la actividad de esta
g-lactamasa, probablemente como estabilizador
del sustrato que tiene la carga negativa de un
grupo carboxilo en posicién C-3 § C-4, segln si
es penicilina o cefalosporina, respectivamente.
Financiado por el Proyecto N°20.13.84 de la
D.I. de la Universidad de Concepcifn.

REQUERIMIENTOS ESTRUCTURALES DE LAS ACIL-CARNITI-
NAS COMO INHIBIDORES DE PROTEINA KINASA C. (Structural
requirements of acyl-carnitines as protein kinase C inhibitors).
CérdenasL.. Morales. MN y Bronfman, M. Depto. Biol.
Cel.&Molec., Fac.Cien.Biol., P.Universidad Catélica de Chile.

Se han descrito varias moléculas capaces de activar o inhi-
bir 1a protefna kinasa C (pkC). De estas, resultan de particular
interés dos familias de intermediarios metabélicos, los acil-
coenzimos A y las acil-carnitinas de 4cidos grasos, como
activadores ¢ inhibidores respectivamente. Los estudios de la
accién inhibitoria de las acil-camitinas sobre pkC contempla
unicamente acil-camitinas homdélogas de 4cidos grasos. La
accién de los acil-CoA de 4cidos grasos como activadores de
pkC se ha estudiado en nuestro laboratorio (1). Ademds he-
mos descrito 1a formacién de acil-CoAs de drogas hipolipide-
miantes y promotoras de tumorigénesis que resultaron también
ser potentes activadores de la pkC (2). Estas observaciones
plantean la posibilidad que las acil-carnitinas de estas drogas
actuen como inhibidores de la pkC. Con el objeto de verificar
esta posibilidad y evaluar que tan general resuita el concepto
de que un acil-CoA encuentra su contrapartida respecto de la
actividad de pkC en su acil-carnitina hom6loga, se sintetizaron
qufmicamente las acil-carnitinas de dos drogas hipolipidémi-
cas, ¢l nafenopin y el ciprofibrato. El efecto de estos compues-
tos sobre la actividad de pkC se ensayo in vitro, utilizando
enzima purificada de cerebro de rata. Se encontré una inhi-
bicién del orden del 10% relativa a la palmitoil-carnitina.
Estos resultados sugieren una mucho mayor especificidad en
términos de requerimientos estructurales del residuo acil en el
caso de la acci6n inhibitoria de acil-carnitinas respecto al
requerimicnto de residuo acil en la accién activadora de los
acil-CoAs. (1) B.B.R.C., 152: 987-992 (1988); (2) B.B.R.C. 159:1026-
1031 (1989). Financiado por Fondecyt 802/90,
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MODIFICACION QUIMICA DE LA FRUICTOSA-1,6-BISFOSFATASA CON
FENILGLIOXAL (Ohemical modification of fructose—-1,6—
bisphosphatase with pherylglioxal). Carcamo, J.G.,
Reyeg, A. vy Slebe, J.C. Instituto de Bioguimica,
Facultad de Ciencias, Universidad Austral de Chile,
Valdivia.

La fructosa-1,6-bisfosfatasa es inhibida alostéricamente
por AP (lex = 20 pM). La modificacién reversible de la
anzima con 2,3-butanodiona produce un derivado activo
Que e meros sevsible  al ruclestidos; en estas
cordiciores se modificaria un residuo arginina por
subunidad (Marcus, Biochemistry 15, 3505, 1976). La
formacién de un derivado estable de la enzima corstituye
un paso obligado para identificar el residuo modificado.
En este trabajo se caracterizoe la modificaciéen de la
enzima de rifdn de cerdo con fenilglioxal, agente gue
forma un aducto estable con argininas a pH Aacido
(Takahashi, J. Biol. Chem. 243, 6171, 196B8).

El tratamiento de la enzima con un exceso molar de
1.100 veces de fenilglioxal sobre subunidad de enzima
por 30 min, a 30° € en amortiguador borato &40 mM pH 7,8
y #n presavcia de fructosa—1,6-bisfosfato 10 mM, permite
obtener un derivado con una baja sensibilidad al
rucledtido (Imo © 200 pM). Otras propiedades cirgticas
de la enzima, como eficiencia catalitica o activacion
por cationes monovalentes, no se alteran como
consecuencia de la modificacidn. La cinetica de la
alteracién del Is, ®s de seudo-primer orden y el
derivado aislado es estable en amortiguador fosfato
0,1 M pH 7,5. En estas cordiciornes de modificacién se
incorpora 1 mol de ([*“Clfenilglioxal por wmol de
subunidad de enxima.

Los resultados muestran que existe un residuo de
arginina por subunidad, comprometido en la serwsibilidad
de la enzima al nucledtido. Asimismo, fenilglioxal
bloquea selectivamente y en forma irreversible a este
residuo. (Financiado por: DICACH, RS-89-37 y FONDECYT
188/89) .

POLI ADP-RIBOSILACION DE HISTONAS Y SU RELACION CON EL
PROCESO DE DIFERENCIACION CELULAR EN EMBRIONES DEL ERI-
20 DE MAR Tetrapygus niger. (Relationship between histo
nes poli -ribosyTation and diferentiation of sea ur~
chin Tetrapygus niger embryos). Carrasco, L., Monteci-
no, M., Pucﬁi, M., Tmschenetzky, M. Departamento de
Biologta Molecular, Universidad de Concepci6n, CHILE.

La polf{ ADP-ribosilacién de histonas se ha relacio-
nado con procesos de diferenciacién en cultivos celula-
res, sin embargo, no existe informacion sobre este tipo
de modificacion post-traduccional y su potencial funcion
durante el desarrollo embrionario.

Con el objetivo de comprender mejor la relaci6n en-
tre la poli ADP-ribosilaci6n de histonas y la diferen -
ciacién celular durante la embriogénesis se analizé 1la
presencia de histonas poli ADP-ribosiladas en diferen-
tes estados del desarrollo embrionario del erizo de mar
Yetrapygus niger mediante ia técnica de Western Blot,los
cuales ?ueron revelados con suero anti poli ADP-ribosa
obtenido en conejos. Paralelamente se determiné in vi-
vo el efecto de la nicotinamida (como inhibidor de 13~
poli ADP-ribosa sintetasa), sobre el desarrollo embrio-
nario.

Los resultados obtenidos indican que existiria una
notable poli ADP-ribosilacién para una proteina bisica
de 58 KDa y para la histona H1. Se detect6 ademé&s una
reaccion débil con el suero anti poli ADP-ribosa en la
regién en que migran las histonas del core nucleosomal.

El tratamiento de embriones con nicotinamida detie-
ne }a morfogénesis y al analizar las histonas purifica-
das de estos embriones se constata una alteraci6n en la
migracién de HY y H4.

Financiado por proyectos FONDECYT 0789/88, 20.31.35 y
20.31.17 de la Universidad de Concepcié6n.
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?LGUNAS PROPIEDADES DE LA ARGINASA DE RIN?N HUMANO.
SOME PROPERTIES OF HUMAN KIDNEY ARGINASE). Carvajal,N.

Echeverria, V., Godoy, M., Silva, P.) Departamenio de
Biologla Molecular, Enlversxaaa de Concepcidn.

A diferencia de la arginasa hepdtica la enzima
renal ha sido muy poco estudiada debido, fundamentalmen
te, a que no se cuenta con una preparacxén razonablemen
te purificada y estable. En este trabajo, se describe™
un procedimiento de purificacién que permite obtener
una preparacién altamente purificada, activa y estable.
Para ello, hemos aprovechado que la enzima se retiene
muy fuertemente en una columna DEAE-celulosa a pH 6.5 en
Tris-maleato 20 mM, MnCl, 2 mM y 2-mercaptoetanol 1 mM.
En una electroforesis en“geles de poliacrilamida en pre
sencia de SDS, la preparaci6bn obtenida presenta una ban
da principal (Mr = 37.500) y una o dos bandas contami -
nantes menores. En un gel nativo, se detecta so6lo una
especie con actividad argindsica. Al ser analizada por
filtracién en Sephadex G-203 a pH 7.0 la enzima aparece
como una proteina de peso molecular (Mr) de 120.000; al
remover el metal activador con EDTA, la enzima se diso-
cia en subunidades inactivas de Mr = 35.000 - 40.000.
Los gré&ficos de dobles reciprocos de resultados obteni-
dos entre pH 7.0 y 9.5, presentan una doble pendiente.
En presencia de lisina, los resultados sugieren la pre-
sencia de dos tipos de sitios en los cuales el aminoaci
do se comporta como un inhibidor competitivo con respec
to a la arginina. La diferencia aparente de afinidad
entre los dos tipos de sitios desaparece al incluir XCl
o NaCl 100 mM o al utilizar fosfato de potasio o de so-
dio como amortiguador.

Estos resultados contrastan con los obtenidos
para la enzima del higado.

Financiado por Proyecto FONDECYT 90/0261.

ACTIVACION DEL PROPEPTIDO NATRIURETICO ADRICULAR BN

GRANULOS DE AURICULA DE RATA., (Pro-ANF processing in

atrial secretory granules), Corthorn, J., Thibsult,

G. y Cantin, M. Clinical Research Institute of Non-

treal, Montreal, Cansda y Servicio Pisiopatologfs, Fa
cultad de Nedicina; Universidad de Chile. (Patrooinic
JoF. Ferreira).

Diversos aftodos bioquimioos e inmuncoitoquimicos han
demostrado que el propéptido natriurético aurioul ax
(Pro~ANP) se almacens en forma intaota en los grénu -
los seoretorios surioculares, El procesamiento del
propéptido en los fragmentos ANP(1-98) y ANP(99-126)
deber{a ocuxrir dursnte la exooitosis o en el espacio
extracelulax,

Kl objetivo de este estudio es verifiocar si los grénu
los pusden contener uns ensima que procese el pro-p
tido. Se incubaron grénulos lisados y la transforma~
oién del propéptido se siguif a trevés de RIA ¢ inmu-
noblot usando tres antisusros. Los antisusros eran es
pecfficos pars el C—, o1 B-terminal o 1s regidn (94~
103). la madurscién del propéptido debiera resultar
en una répida dessparicién de la inmunoreasctividad pa
ra 1a regién 94-103 sin disminuocién de la inmunoreso—
tividad para C- y F=terminal. ILa incubacién de grénu

los intactos en 8acarcsa 0.25 X por 4 h & 37° C no re
sulté en degradscién del propéptido. Cuando los gré-

nulos fueron lisados (por Triton X™100, shock osmSti-
00 o sonicacién), tampoco se detects una disminucién
especifica de 1a regidn 94-103. S6lo se detects una
degradacién no-especifios de pro—ANP probablemente de
bido a una ocontaminacién por protessas lisosomales

8in formacién de ANP (1-98) y ANP (99-126). Bste sis

tena in vitro fue validado por adisién de trombina
exégensa que produjo réipida dessparioidén de la inmuno-
reactivided de 94-103. BEatos datos sugieren que los
grénulos suriculares no juegan un papel en el procesa
miento de pro—ANP y que la maduracién debe oocurrir a
un nivel extracelular.

RESUMENES

METABOLIZACION DE COMPUESTOS MODELO DE
LIGNINA DEL TIPO ARILGLICEROL-B-ARILETER POR
PSEUDOMONAS ALCALIGENES. (Metabolism of
lignin model compounds of the arylglycerol-
B-arylether type by P.alcaligenes).
’ Rattimann,C., Rodriguez, M.,
Gonzélez,B. y Vicufia,R. Laboratorio de
Bioquimlca. Facultad de Ciencias Biolégicas.

. Universidad Catélica de Chile. Casilla
114 D. Santiago, Chile.

La lignina es un componente

principal de 1la madera y otros tejidos

vegetales. Debido a su complejidad

estructural, ha sido necesario el uso de
modelos moleculares para estudiar la
biodegradacién de esta macromolécula. Al
respecto, se han descrito bacterias capaces

de utilizar compuestos modelo de lignina como
dnica fuente de carbono. Nuestro grupe ha
aislado caracterizado dos cepas
~-Pseudomonas acidovorans y P.fluorescens- que
crecen eficientemente en guaiacilglicerol-p-
guaiaciléter, un modelo fp-0-4. A la fecha,
nadie ha purificado la enzima que cataliza la
ruptura reductiva gque ocurre en el enlace
éter intermonomérico de estos modelos.

Hemos aicslado recientemente,
mediante cultivos de enriquecimiento en un
modelo B-0-4, una cepa que hemos identificado
tentativamente como P.alcaligenes V1. La via
biogquimica involucrada resulté similar a las
otras dos cepas. Sin embargo, a diferencia de
las anteriores, células de P.alcaligenes V1
crecidas en medio rico mantienen la capacidad
de degradar modelos (-0-4. En este trabajo se
describen, ademAs, los esfuerzos realizados
en la bfsqueda de 1la 1la actividad "8-
eterésica", responsable de la reaccién
reductiva. El1 efecto de algunos inhibidores
en la actividad degradativa de 1las tres
Pseudomonas serd también analizado.

Este trabajo es financiado por el
Proyecto FONDECYT 0218/88

EXPRESION DEL GEN DE LA CARBOXIQUINASA FOSFOENOLPIRUVICA
DE §S. cerevisiae EN UNA CEPA DE LEVADURA DEFICIENTE EN
LA ENZIMA. (Expression of the §. cerevisiae phosphoenol-
pyruvate carboxykinase gene in an enzyme-deficient yeast
strain]. Chiffelle, I., Castillo, A. y Cardemil, E. De-
partamento de Quimica, Universidad de Santiago de Chile.

La carboxiquinasa fosfcenolpirivica (PEPCK) de levadu
ra cataliza la descarboxilacifn del oxaloacetato en pre-
sencia de ATP y Mn2+ para dar fosfoenolpiruvato, ADP y
CO3, y constituye una de las etapas reguladoras de la
biosfntesis de glucosa a partir de precursores de 3y 4
ftomos de carbono. Trabajos de nuestro grupo (Alvear y
col., esta Reunifn) sugieven la presencia de grupos -SH
vecinos en el sitio de unifn del ATP, pudiendo wuno de
ellos corresponde a la Cis-286, En esta comunicacidn, se
informan los primeros resultados obtenidos en un provec-
to a mayor plazo, tendiente a efectuar mutacibn sitio~di
rigida para reemplazar este aminoficido.

El gen de la enzima, clonado en el vector YEpBSZ[Stu—
cka et al. (1988) Nucleic Acids Res. 16, 10926], fue in-
corporado a la cepa mutante S. cetevisiae pUK-38, o ura3
adel pckl, a través de la técnica de transformacifn con
acetato de litio, Se hicieron cultivos de §. cerevisiae
(salvaje, mutante y transformada) em condiciones gluco -
neogénicas con piruvato como fuente de carbono, analizdn
dose la produccibn de PEPCK en extractos. A las 18 hrs,
de crecimiento, se lograron actividades especificas de
0,071, 0,001 y 0,175 U/mg para las cepas salvaje, mutan-
te y transformada, respectivamente. A partir de la cepa
transfermada, se purific8 a homogeneidad la PEPCK, obte-
niéndose un rendimiento de 1,8 mg de enzima por gramo de
c8lulas hiimedas en comparacifn con un valor de aproxima-—
damente 0,7 mg/g para la cepa salvaje. La enzima produ-
cida presentd idénticas caracteristicas electroforéticas
e inmunolSgicas que la enzima nativa, con una a.e., de 39
U/mg.

Estos resultados indican que el gen clonado codifica
para la enzima nativa, lo cual hace factible realizar mu
tagénesis sitio-dirigida.




RESUMENES

ASCORBATO Y NADH COMO AGENTES REDUCTORES DE FERRICIANU-
RO Y Fe3* UNIDO A TRANSFERRINA (Tf). {Ascorbate andNADH
as reducing agents for ferricyanide and transferrin -
iron). Escobar, A. y NGfiez, M.T. Departamento de Biolo-
gia, FacuTtad de Ciencias, Universidad de Chile.

La incorporacién celular de Fe3* unido a Tf es un pro.
ceso secuencial en el cual la acidificacién de la vesf-
cula endocitica promueve la disociacién de Fe3* el que
posteriormente es reducido y transportado al citosol.

Estudiamos 1a etapa de reduccién de Fe3t en vesfculas
endociticas que contenian en su interior ferricianuro o
59Fe-Tf, utilizando como donantes de electrones ascorba
to o NADH agregados en el medio extravesicular. Ambos
fueron cagaces de reducir ferricianuro e inducir la sa-
lida de 53Fe desde el interior de la vesfcula. La reduc
cién mediada por NADH fue inhibida por adriamicina, un
inhibidor de la NADH-aceptor oxidoreductasa de membrana,
y la reduccién mediada por ascorbato fue inhibida por
glucosa. Se observd un efecto aditivo sobre las cons -
tantes de velocidad de reduccién y salida de S9Fe cuan-
do ambos sustratos se agregaron en conjunto.

Concluimos que NADH y ascorbato pueden estar involu -
crados en la reduccién in situ del hierro labilizado de
Tf, el primero como sustrato de un sistema transmembra-
na de transporte de electrones y el segundo mediante un
sistema de transporte y reduccidn no-enzimdtica.

Financiado por FONDECYT 1003-88 y D.T.I. Universidad
de Chile, B-2200.

CARAMCTERIZACION DE LAS GLICOPROTEINAS DE LA ZONA
PELUCIDA DR HAMSTER (Characterization of hamster
zona pellucida glycoproteins}.

Labs. Inmunologia y BEmbriologia, Fac.
Ciencias Biol. P. Universidad Catélica.

En el proceso de fecundaciér de los mamiferos,
las glicoproteinas que componen la zona peldcida
(zp) Jjuegan un papel relevante en la unién y
penetracién del espermatozoide a través de ella.
Con el objetivo a largo plazo de estudiar la
funcién de acrosina -una enzima acrosomal- sobre
los receptores de 1la 2zp, hemos 1iniciado 1la
caracterizacién de los componentes de la zp de
hamster medlante anticuerpos monoclonales (AMC).
Con este propésitc, se immunizaron ratones Balb/c
machos con un extracto de zp de hamster, Con el
ratén de mejor titulo de anticuerpos séricos,
medido mediante inmunofluorescencia indirecta
(IF1) con zp de hamster, se realizé una fusién
somética para obtener hibridomas, la seleccién de
los cuales se realizé mediante IFI con zp
obtenidas de ovocitos de hembras de hamster
inducidas a superovular.

Se obtuvo un panel de 8 AMC que reconocen
epitopos de 1la de hamster, la mayoria de
isotipo IgG. Al estudiar si existe reaccién
cruzada con otras especies de mamiferos, se
encontré que los anticuerpos 2Dl y 2H10 reconocen
epitopos presentes en la zp de humarws y de ratén,
respectivamente. Se estudié el efecto de los AMC
en el sistema de fecundacidn in vitro de hamster y
se encontré que el anticuerpo SC8 no afecta la
penetracién de los espermatozoides a través de la
zp; los anticuerpos 709, 3F6 y 2H10 la afectan
parcialmente y los anticuerpue 4Ell y 2D1 1la
afectan drasticamente. Actualmente se estéd
caracterizando inmunoquimicamerte los componentes
de la zp de hamster reconocidos por estos AMC.

Financiado por PONDECYT: 577/89 y 495/89.
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CLONRS DR SECURNCIA UNICA DE DMA DR Renibacterium
salmoninarum. Specific DNA clones from Renibacterium
salmoninarum. or .y

. . nstituto de oguimica, Facu e
Clencias, Universidad Austral de Chile, Valdivia.
La enfermedad bacteriana del rifén (BKD) constituye una
de las patologias infecciosas que mis dafio provocan
en acuicultura de salmonideos. Para poder detectar ovas
infectadas intracelularmente, se requiere de métodos de
deteccién répidos y especificos. Con el fin de obtener
las sondas (l;ne permitirdn disefiar kits diagnésticos, se
ha construido una genoteca de secuencias énicas a
partir del genoma de Renibacterium salmoninarum. El
clonamiento selectivo de secuencias presentes sélo en
el genoma de R.salmoninarum implicé utilizar la técnica
de reasociacién competitiva acelerada por fenol con el
propésito de absorber todas las secuencias génicas
comunes con otros microorganismos. Reallzada la
1ligacién al vector pUCL9 se transformaron células de
B.coli DH5e. La identificacién de los recombinantes se
realizé por inmduccién del gen que codifica para -
galactosidasa del vector,con IPTG en el medio de
cultivo conteniendo ademés el cromégeno X-gal. De los
clones obtenidos, se seleccionaron 4 a los que se aislé
el DNA y se digirié con una mezcla de las enzimas de
restriccién Bco R I e Hind III, con el objeto de
conocer el tamafo del inserto. Por electroforesis en
gel de agarosa al 1.2\ se comprobé que en todos los
casos el inserto no era superior a 150 pb. Se estudié
la especificidad de los recombinantes, sembrando por el
sistema en gota en papel de nitrocelulosa, diferentes
cantidades de DNA cromosomal extraido de dlstintas
bacterias que también producen enfermedades en peces y
de otras- enteropatégenas. Como sonda de hibridacién se
utilizé el DNA plasmidial de cada clon marcado con
fotobiotina. Al menos por este método, las sondas
resultaron ser especificas; no obstante, ello se estd
comprobando ademés por hibridacién en Southern
utilizando el inserto urificado como  sonda.
Paralelamente se determiné la secuencia nucleotidica
del DNA de los 4 recombinantes seleccionados por el
método de Sanger. Con estas sondas se est& rastreando
otra biblioteca genémica de R. salmoninarum. Asi se
espera aislar clones especificos de mayor tamafio que
servirdn para montar un procedimiento de deteccién en
base a PCR. Pinanciado por Proyecto Pondecyt 120/89.

SECRECION APICAL DEL ANTIGENO DE SUPERFICIE DEL YIRUS
DE LA HEPATITIS B(HBsAg) EN CELULAS MDCK TRANSFECTADAS.
(Apical secretion of hepatitis B surface antigen from
transfected MDCK cells). Gonzilez, A., Juica, F.,y
Bull, P. Depto. de Inmunologfa Clinica y Reumatologla,
Facultad de Medicina y Departamento de Biologia Celular
y Molecular, Facultad de Ciencias Biolbgicas. Pontificia
Universidad Cat6lica de Chile.

Los mecanismos que utilizan las células epiteliales
polarizadas para destinar distintas protefnas a su
superficie apical o basolateral no han sido totalmente
dilucidados. Hepatocitos infectados con el virus de la
hepatitis B secretan basolateralmente hacia el comparti-
miento sanguineo tanto viriones como partfculas subvira-
les compuestas por el antigeno de superficie y lipidos
derivados de la célula. Con la finalidad de determinar
si este antigeno posee sefiales de destinacibn que deter-
minen su secreciébn polarizada, se transfectd un vector
de expresibn conteniendo el gen viral S en células MDCK
derivadas de rifion de perro, y se examin6 la polaridad
dellsu 1slecreci()n cultivando estas células en cémaras
Millicell.

Se observd, inesperadamente, que la proteina viral es
secretada preferencialmente hacia el polo apical de las
células MDCK, es decir, con una polaridad opuesta a la
de los hepatocitos, reflejando las profundas diferencias
entre la maguinaria exocitica de estos dos tipos de
células. Esta proteina se puede utilizar como un
nuevo modelo donde buscar seflales peptidicas de destina-
cibn apical, que ademds podrian ser importantes en la
biologia del virus.

(Financiado por FONDECYT#1468/86).
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CLONAMIENTO ¥ EXFRESION EN Escherichia cola
DFL SIJTEHA DE NODIFICGCION RESTRICCION DE
CARACTERIZA~
CIDN ESTRUCTURAL . Gon*éleh, E., lLobos, €.,
Fadilla, C., Saavedra, €. vy Véasquez, C.
Laboratorio de Riologia Molecular, Departa-
mento de Ciencias Bioldgicas, Universidad de
Talca.

Los genes que codifican para las enzimas
del sistema de modificacidn-restriccion. de
B. stearothermophilus ¥V (m BstVI y BstVi),
han sido clonados en E. coli JMIB7. Se han
aislado varios clones recombinantes en los
que se ha detectado la presencia de un
plasmidio hibrido, correspondiente al vector
utilizado y un inserto de DNA termofilico de
4.4 kb, El fragmento clonado contiene ambos
genes del sistema de modificacién-
restriccién, como lo indica el hecho que en
los clones recombinantes, se ha detectado la
actividad enzimdtica correspondiente tanto a
EstVI como a m BstVI. La expresié6on de estos
genes se realiza a partir de sus respectivos
promotores termofilicos.

La caracterizacidon estructural de estos
gernes ha involucrado la confeccion de un
mapa de restriccidn, secuenciaciétn nucleo-
tidica parcial vy subclonamiento de varios
subfragmentos del inserton originai. Lo
anterior ha permitido configurar wun esguema
de la organizacidn de ambos genes en el
fragmento de DNA  clonado. Experimentos
actualmente en curso, se orientan hacia la
identificaciébn de las regiones que contrelan
la expresiotn de estos genes.

Financiado por Fondecyt @03-89.

CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO A ALTA RESOLUCION
PARA LA SEPARACION DE INTERMEDIARIOS DEL METABOLISNO
DE GLUCOSA EN OOCITOS DE RANA. (High performance-anion
sxchange chromatography for the separation of
intermediates glucose metabolism in frog oocytes).

Guixé, V., Preller, A. y Ureta, T., Departamento de
Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

Recientemente Dionex ha introducido la serie de
columnas BiolC para la separacién y deteccién de
carbohidratos. El método se basa en el uso de resinas
peliculares de intercambio ifnico que aumentan notable-
mente la eficiencia en 1la separacién de azicares.
Nuestro interés en la cuantificacién de intermediarios
producidos durante la utilizacién de glucosa nos llev$
a explorar una columna de intercambio iénico Dionex
Carbo Pac PAl conectada a un HPLC y a un contador de
centelleo en linea que, a pH 13, perwite una busna
separacién de xosan foaforiladas. Ll iolu-nl e
ca}jbré con ju- ! . ju~""clgle 1-P, Clgle 6-P,

Clfru-6-P y |U""C|fru-1,6 bisP, crountogrnfitda-
bor separado o en mezcla.

Se prepararon extractos percléricos de itos de
rana microinyectados con 0,5 nmoles de |U clglc °
incubados a diferentes tiempos bajo atmésfera
Se midié incorporacién de radiactividad en gliebg.ns
€O, e intermediarios. A los 30 min de incubacidn sélo
un 1% de la radiactividad aparece en CO, y el 99%
restante corresponde en partes iguales a %licegono L]
intermediarios. La cromatografia de los extractos per-
cléricos desprovistos de glicégeno permitié separar
nuserosos intermediarios. Comparando el tiempo de re-
tencién de ellos con los esténdares correspondientes
y por tratamiento con enzimas especfificas, se pudo
identificar glc¢, glc-1-P, glc-6-P, fru-6-P, 6-P-
gluconato y fru-1,6-bisP. Adem&s hay algunos picos
cuya identidad desconocemos hasta el momento.

Financiado por FONDECYT {1267/88) y 1a Fundacibén
Volkswagen, Alemania.

RESUMENES

CAMBIOS EN EL ENTORNO DE LOS TRIPTOFANOS DE LA
PREALBUMINA DURANTE SU INTERACCION CON LA TI-
ROXINA. (Tryptophan environmental changes of
prealbumin in its interaction with thyroxine).
Gonzflez, G. y Tapia, G. (Instituto de Quimica,
Oniversidad Cat3lica de Valparaiso).

La prealbfimina es una proteina plasmitica
que transporta la hormona tiroxina. La distribu
cibn de los residuos de aminodcidos en su es-
tructura tridimensional muestra que los dos Gni
cos triptéfanos estin localizados en diferentes
entornos. Se demuestra por técnicas fluorescen
tes que en la interaccibn tiroxina prealblmina™
se producen fluctuacicnes conformacionales que
significan cambios en los entornos que rodean a
los triptéfanos. E1 apagamiento de los triptd-
fanos por la tiroxina aumenta a longitudes de
onda mis bajas. Esto implica que la emisidn de
la prealb(imina est& compuesta de espectros su-
perpuestos y que las emisiones individuales son
apagadas en grados distintos por la tiroxina.
La adicién de acrilamida resulta en un méximo
de emisibén desplazado a 348 nm indicando que la
acrilamida apaga el residuo de triptéfano menos
expuesto. En presencia de tiroxina este miximo
se desplaza a 355 nm. El espectro de excita-
cibn es desplazado hacia el azul cuando se une
la tiroxina. Esto es consecuencia del apaga-
miento por la tiroxina del triptéfano Menos ex-
puesto. En presenc1a de acrilamida el espectro
de excitacibn se corre hacia el rojo por apaga-
miento del tript6fano mis expuesto. Estos resul
tados demuestran que la tiroxina produce cam-
bios conformacionales en la prealbdmina al aso-
ciarse a ella.

ANALISIS DE PARTICULAS NUCLEOPROTEICAS CROMOSOMALES.
(Chromosomal nucleopartlcnes analysis). Gutiérrez, S.,

Imschenetzk Puchj, M. Departamento de Elologl
Wolecular, ﬁnlvers ad de Concepci6n.

A diferencia de las células sométicas, en ovoci
tos del erizo de mar Tetra er los nucleosomas™
son at{picos, tanto en el g H ADN involucrado
(131 pb) como en las proteinas que la conforman (varian
tes de histonas, CS); las caracteristicas estructurales
de estas partlculas son hasta la fecha desconocidas.

Con el fin de obtener mayores precisiones sobre
la organizacién estructural de los nucleosomas atipicos
de ovocitos se describen diferentes métodos de aisla -
miento y andlisis de nacleoparticulas utilizando los po
linucleosomas derivados de eritrocitos de pollo como pa
trén. Estas técnicas fueron aplicadas a nucleoparticu-
las derivadas de ovocitos.

Los resultados obtenidos de la separaci6n en gra
diente de sacarosa demuestran la existencia de dos po -
blaciones de ntcleoparticulas de diferente densidad;
una de ellas corresponde a la fraccion mono-nucleosomal
mientras que la de mis alta densidad corresponderfa a
una estructura de orden superior estable. Estas nGcleo
particulas pueden ser posteriormente analizadas por ge-
les de agarosa mono y bidimensional, los cuales permi -
ten separar poblaciones de mono, di, tri y hasta hexonu
cleosomas los que pueden ser anallzados posteriormente”
en cuanto a su contenido de ADN y proteinas. Al apli-
car este andlisis a nmxleoparticulas purificadas de ovo-
citos se constatd sus diferencias estructurales con res
pecto a las nucleoparticulas purificadas de eritrocitos

Proyectos FONDECYT 0789/88; 20.31.17 y 20.31.35, Univer
sidad de Concepcion.
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MORFOLOGEA Y ULTRAESTRUCTURA DE LOS MASTOCITOS
EN CONOS EFERENTES Y EPIDIfDIMO DE RATA. (Ultras
tructure and morphology of mast cells in rat e-

tad de Medicina, Universidad de Chile.

Los mastocitos (MC), componentes frecuentes del
tejido conectivo intersticial (TCI) ovérico,pre
sentan cambios morfolégicos y cuantitativos cf-
clicos en respuesta al peak ovulatorio de LH;
por ello, resultd de interés estudiar este tipo
celular en el macho, y posteriormente proyectar
su rol en la funcionalidad testicular.

Se extrajeron testfculos, conos eferentes y epi
dfdimos de ratas Donjou adultas, los que fueron
procesados para M.0. y M.E.T.; ademés, se reali
z6 un recuento de los MC del TCI de estos Srga-
nos en cortes longitudinales seriados, consig -
nando n?, ubicacién y relaciones espaciales.
El TCI testicular presenta muy escasos MC (O

1 x campo), de ubicacién libre intersticial
peritubular y en grupos perivasculares. En el
pidfdimo el n? de MC varfia segin la regién duc
tal (més en cabeza y cuerpo, escasos en cola);
su ubicacién es preferentemente perivascular y
en menor grado peritubular. Su forma es oval,
con un tamafio de 15 a 20um, algunos filopodios
en la superficie y grénulos citoplasmlAticos PAS
de 0,5 a 0,7um de di&metro, matriz homogénea y
rodeados por una membrana.

Esto concuerda con el tipo de MC "conectivo"deg
crito para otras especies. El hallazgo de nume-
rosos mediadores quimicos en los MC (Pg, Seroto
nina y VIP), su mayor concentracién en los co -
nos eferentes y su ubicacién perivascular, su -
gieren un posible rol como intermediarios neuro
endocrinos y paracrinos en la respuesta hormo z
nal testicular.

ite 0 @

POTENCIACION DE LA ACTIVIDAD DE PROTEINA KINASA C POR
ACIL-COENZIMOS A. EFECTO DEL TIPO DE INSATURACION Y
ACTIVIDAD COMPARATIVA DE SERIES w6 Y «-3. (Acyl-
Coenzyme A potentiation of protzin kinase C. Effect of
unsaturation and comparative activity of -3 and -6 series)
i man. M. Depto. Biol. Cel.
& Molec., Fac. Cien. Biol., P.Universidad Catélica de Chile.
Resultados previos de nuestro laboratorio muestran que el
palmitoyl-CoA y otros acil-CoA son activadores de 1a proteina
kinasa C. El efecto requiere de fosfatidilserina (u otros fosfo-
ifpidos acfdicos), de Calcio, y de diacilglicerol o un ester de
forbél. El efecto se produce a concentraciones fisiolégicas tanto
de Calcio como de acil-CoAs (1,2). Dada la variedad de 4cidos
grasos presentes en la célula, que depende principalmente de la
composicién de dieta, se consideré de interés estudiar compara-
tivamente ¢l efecto de diversos acil-CoA sobre la actividad de la
pkC, utilizando enzima purificada de cerebro de rata. Los resul-
tados muestran que los acil-CoA de 4cidos grasos saturados con
largos de cadena superiores al palmitico (C16:0) mantienen una
alta actividad potenciadora de la pkC, en comparaci6n con el
palmitoil-CoA, hasta un largo de cadena de 24 dtomos de
carbono, donde la capacidad potenciadora cae. Comparativa-
mente, los 4cidos monoinsaturados y con dos insaturaciones son
més activos que los saturados, especialmente el acil-CoA del
écido erdsico (C22:1). Los isémeros trans resultaron ser relati-
vamente m4s activos que los cis. Los 4cidos poli-insaturados de
la serie @-6 tienen una alta capacidad potenciadora de la pkC
relativa al palmitoil-CoA, especialmente el araquidonil-CoA. En
contraste, la actividad potenciadora cle los 4cidos poli-insatura-
dos de la serie o-3(cicosapentacnoico y docosahexahenoico) es
menor que Ia del palmitoyl-CoA y notablemente mds reducida
que la serie ©~6. (1) B.B.R.C., 152:987-992 (1988); (2) Eur.J.Biochem,
en prensa. Financiado por Fondecyt 802/90.
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B—~GLUCOSIDASA DE  Penicillium  purpurogenum:
PURIFICACION Y PROPIEDADES.(B-Glucosidase from
Penicillium purpurogenum:Purification and Characterization)
i i i Lab. Bioqujmica,
U.Catélica , y Lab. Microbiologja, U. de Chile, Santiago

La degradacién de la celulosa es un proceso importante en la
naturaleza. Este proceso es llevado a cabo por la accién
secuencial de un grupo de enzimas colectjvamente llamadas
"celulasas", producidas tanto por hongos como por bacterios.
La enzima participante en la tltima etapa de esta hidr6lisis es
la p-glucosidasa, que corta celobiosa, generando glucosa. Sc
crecié P. purpurogenum en un medio que contenja como
fuentes de carbono paja y salvado, ambos de trigo, y licor de
ma;z como fuente de nitrégeno. En estas condiciones se logré
obtener, al cabo de 13 djas de cultivo, sobrenadantes con una
actividad de 2,5 U/ml de p-glucosidasa. Se tomé los
sobrenadantes, concentrdndolos por medio de ultrafiltracién y
precipitacién con sulfato de amonio. La enzima se purific6 por
filtraci6én en gel (Bio-Gel P-300),cromatografja de
intercambio ignico (DEAE Bio-Gel A) y filtraci6n en gel (Bio-
Gel P-100). La enzima ¢s un monémero de 90.000 Da. Su pl
es 4,2. Ella presenta cinética de tipo Michaelis-Menten hacia
p-nitrofenil-B-D-glucopiranosido (PNPG) y celobiosa, con
valores de Km de 85 uM y 0,8 mM, respectivamente. Glucosa
inhibe competitivamente la actividad hacia PNPG con una Ki
de 1,4 mM, mientras que gluconolactona es un inhibidor mixto
respecto al mismo sustrato, con una Ki de 0,067 pM. La
enzima muestra méxima actividad para hidrolizar PNPG a pH
3,5, teniendo una temperatura "optima" de 60 °. No se detectd
la presencia de isoenzimas. Trabajo financiado en parte por
proyectos FONDECYT 89-580 y 90-822.

Actividad insecticida de cepas locales de
Bacillus thuriengiensis (Insecticidal
activity of local strains of Bacillus
thuriengiensis). Es  Hubsrt, J. Saez, G.

Vizcarra, P. Espinoza, R. Herrera, L.
Meza-Basso. Pragrama de Biologia Veagetal,
Universidad de Talca.
Se ha descrito la existencia de una gran
variedad de microorganismos del suelo
patdgenos a insectos. E1l de mayor éxito es
Bacillus thuringiensis (B.t.)} la cepa
kurstaki HD-1 se vende comercialmente para el
control de algunos lepidbpteros en su estadic
de larva. Se intenta, en el presente
trabajo, la bAsqueda de cepas locales B.t.
con actividad insecticida diferente a la cepa
comercial.

Las muestras de suelo en diluciones adecuadas
se sembraron en placas de agar nutriente
conteniendo lisozima, penicilina G y sulfato
de polimixina. Se seleccionaron aquellas
bacterias gram positiva con colonias con
caracteristicas morfoldgicas definidas, las
que se crecieron en caldo J y posteriormente
se dejaron esporular a temperatura ambiente.
Se utilizaron diversos criterios de seleccidn
que incluyen: tincidn del cuerpo parasporal,
microscopla electrénica de los cristales,
inmuno-dots, electroforesis de las proteinas
de los cristales y western blottings y la
capacidad insecticida de las cepas contra
larvas de Heliothis zea.

Se han aislado 10 cepas locales de B.t. cuyas
toxinas difieren en P.M. ap. y con toxicidad
diferente a la cepa control HP-1. GSe trabaja
(13 el aislamiento de los plasmidios
codificadores de las toxinas y en el andlisis
de tstos con enzimas de restriccién.
Financiado por PNUD/UNESCD RLA 83/003/009
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FLAVONOIDES COMO ESTABILIZADORES DE ACEITES DE PESCADO.
UNA ALTERNATIVA AL uso DE ANTIOXIDANTES
SINTETICOS. (Flavonoide as Stabilizers of Fish 0il. An
Alternative to the Use of Synthetic
Antioxidants).lLeighton F., Rojas 8., ¥*Morales, G.,
*Loyola, L. y Cols. Universidad Cat6lica de Chile,
*Universidad de Antofagasta.

Los Flavonoides constituyen una gran familia de
compuestos naturales. Estos entre sus muchas
propiedades, presentan una alta afinidad para unirse a
polimeros biolégicos e iones de metales pesados;
catalizan el transporte de electrones y actGan como
atrapadores de radicales libres, Dadas estas
caracteristicas, su liposolubilidad y observaciones
preliminares que demostraron que son capaces de reducir
hidroperéxidos, es que se estudié la factibilidad de
utilizarlos como antioxidantes en aceites
poliinsaturados, especificamente, aceites de pescado.
Se evaluaron algunos flavonoides comerciales conocidos
y otros de plantas nativas chilenas.
Entre los flavonoides comercialmente
estudiados, quercetina mostré el mayor efecto
antioxidante en aceite de pescado gque contenfa
aproximadamente un 30X de &cidos grasos w3. Tres de los
flavonoides aislados de plantas nativas presentaron un
potente actividad antiperoxidativa, comparable o mejor
que la de DL-alfa-tocoferol. Se encontrsé, al hacer
mezclas, un marcado sinergismo entre DL-alfa-tocoferol
y algunos flavonoides y, también entre diferentes
flavonoides. Eatos resultados indican que una vez hechos
los estudios fisicoquimicos y toxicolégicos, estos
compuestos podrian ser usados como antioxidantes
naturales en reemplazo de los compuestos sintéticos
utilizados actualaente. (Financiado por Fondecyt 250/88,
PNUD CHI/88/017 y Prog. Estudios Avanzados U. de Chile,
AV.).

disponibles

NIVELES VARIABLES DE RECEPTORES DE EGF EN MUCOSA GASTRI
CA NORMAL Y TUMORAL CUANTIFICADOS POR INMUNOBLOT.
(variable levels of EGF receptors in normal and tumoral
gastric mucosa quantified by immunoblot). Manzano,
M., Vollrath, V., Chianale J.,y Gonzdlez, A.” Depto.
de Inmunologia CITnica y Reumatologia, Departamento de
Gastroenterologia. Facultad de Medicina. Pontificia
Universidad Cat6lica de Chile.

El Factor de crecimiento epidermal (EGF) y su receptor
han sido involucrado en la patogenia del céncer. Se ha
descrito un aumento en la expresién de los receptores
de EGF (R-EGF) en cancer gastrico comparados con la
mucosa normal y en algunos casos una correlacibn con
la malignidad. Sin embargo, existe unagran heterogenai-
dad en los niveles de receptores cuantificados mediante
unién de 1251-EGF a preparaciones crudas de membrana,
e incluso en algunos casos no se detectan.

El cancer géstrico tiene una frecuencia mayor en Chile
que en otros paises. En este trabajo estudiamos los
niveles de R-EGF en la mucosa géstrica normal y tumoral
en 18 pacientes, mediante inmunoblot cuantitativo,
utilizando un anticuerpo policlonal preparado contra
R-EGF purificado de placenta humana. En todas las
muestras de membrana analizadas en cada caso en rela-
cién a protefnas totales y a actividad 5'nucleotidasa
se detect6 R-EGF. La cantidad observada fue variable
tanto entre mucosas normales como entre tumores, no
encontréndose correlacién con el tipo de tumor. Ademés,
se detectd mayor cantidad de R-EGF en 7 muestras de
mucosa normal respecto de la tumoral y s6lo en 5 tumo-
res comparado con la mucosa normal. La causa de las
divergencias con otros estudios podrian residir en el
método de deteccién utilizados en diferencias propias
de esta poblacién.

(Financiado por FONDECYT #0249/87)

RESUMENES

PURIFICACION Y PROPIEDADEES DE UNA AGARASA EXTRACELILAR
DE {NA BACTERIA MARINA (Purification and properties of
an extracellular agarase from a marine bacterium).
Ledn, 0., GQuintana, L. y Slebe, J.C. Imstituto de
Bioquimica, Facultad de Ciencias, Universidad Austral
de Chile. Valdivia,

Varias cepas de bacterias aisladas de muestras de
agua de mar de las Regiones VIII y IX muestran
actividad agarolitica, que se observa por la formacion
de depresiones y orificios en la superficie del agar,
en placas de cultivo.

Con el objeto de estudiar las enzimas
extracelulares que intervienen en la degradacién de
agar por estas bacterias , en este trabajo se realizé
la purificacién y caracterizacion de una agarasa de un
a un bacilo Gram negativo de caracteristicas similares
a las del género vibrio.

La purificacién se efectud a partir de un
sobrenadante libre de células utilizando precipitacisén
con sulfato de amonio y cromatografias en DEAE—celulosa
y en Sephadex 6G-75. La actividad de la enzima se
determind por el auwmento del poder recuctor al utilizar
agar como sustrato (Dygert S. y col. Anal. Biochem.
13, 367-374, 1965).

La agarasa purificada presenta una banda principal
(> 90 %) en geles de poliacrilamida con SDS, que
corresponde a un pesoc molecular de 66.000. Posee un pH
optimo de 6,3 vy, a diferercia de las agarasas
previamente descritas, es marcadamente irhibida por la
adicién de diversas sales. Asimismo, esta enzima es
inactivada a temperaturas superiores a 30° C y presenta
una actividad especifica ( 200 U/mg) mayor que la
obtenida para agarasas purificadas de otras bacterias.

Estos resultados sugieren que la enzima purificada
es distinta a las agarasas provenientes de otras
especies. (Financiado por los proyectos DIC-UACH S-90-
02 y FONDECYT 99/ 0031).

ESTUDIOS DE INVASION LEUCEMICA EN MEDULA OSEA DE RATON.
(Studies of leukemic invasion in murine bone marrow).
Martinez, J., Peirano, A. y Fernfindez, M. Unidad de
Biologfa Celular, INTA, U, de Chile.

La invasién leucémica de la médula Osea es un proceso
por etapas en que la célula transformada se adhiere
al estroma de la médula Ssea a través de interacciones
especificas que involucran moléculas de matriz extracelu-
lar (ME) e interacciones célula—célula. Producto de
esta interaccifn, la célula expresa actividades hidrolfiti
cas que desorganizan estructuralmente el estroma y
producen un declinamiento de la hematopoiesis normal.

Trabajos previos de nuestro grupo han permitido caracte-
rizar una colagenasa unida a membrana, especffica
para colAgenos intersticiales y activable por tripsina,
cuya actividad se correlaciona con la digestién parcial
del estroma medular.

Los estudios que ahora comunicamos sugieren que el
fenbémeno de adhesién a ME (especf{ficamente a Fibronecti-
na) podrfa constituir un mecanismo posible de induccidn
de esta actividad colagenolitica en un proceso mediado
por receptores celulares del tipo integrinas.

Se discute la posibilidad de que la interaccién célula
leucémica- fibronectina constituya un mecanismo de
transduccién de seflales entre la superficie celular
y el nicleo, que medie el fenémeno invasivo.

Financiamiento: FONDECYT 39-990.
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EFECTO SOBRE LA SINTESIS FPROTEICA DE LA
"IMPLANTACION” in vitro.

(Effect on protein synthesis of in vitro

"implantation”). Mayor, R., Baiza, L. e

Izguierdo, L. Departamento de Biolngia,

Factultad de Ciencias, Uriversidad de Chile.

Cultivando blastocistos de ratdn in vitro
en medios enriquecidos puede observarse una
“implantacidn” caracterizada por la extensién
y adhesidn sobre el sustrato de plastico y por
la diferenciacién de diversos tejidos.
Utilizando metionina—-3£S hemos estudiado el
efcto gQue tiene la "implantacidn” sobre la
sintesis de protefnas, para 1o cual comparamos
embrieones gQue se “implantan” con otros cuya
Yimplantacion” se impide por wna capa de
agarosa sobre el plastico. En los embriones
impedidos de implantar se& observa la pérdida
de zona peludcida y 1 colapso de la cavidad
blastocélica igual que en los normales.

Las proteinas sintetizadas, tanto
almacenadas como secretadas, aumentan
notablemente en los embriones “implantados” vy
muy escasamente en los impedidos de implantar.
También se observan en geles diferencias
cualitativas. El efectc inhibitorio sobre la
sintesis proteica en embriones impedidos de
implantar es irreversible, aungue dichos
embrisnes  implantan rapidamente en cuanto se

elimina la capa de agarosa. Nuestros
resultados revelan un efecto estimulante de la
"implantacion’ in wvitro sobre 1la sintesis

proteica, sin embargo dicho efecto no se
manifiesta cuando la "implantacisdn’ in vitro
es diferida por la capa de agarosa.

Financiade por Fondecyt y U. de Chile.

INTERRELACION ENTRE REPLICACIONODEE SENgMA Y TRADUCCION
DE GENES PARA HISTONAS EN EMBRION etrapygus niger.
(Relationship between ADN replication and transIation
of histone genes in embryos of the sea urchin Tetragz-
gus niger). Merino, V., Inostroza, D., Puchi, M., Ims-
chenetzky, M.” Departamento de Biologia Molecular, Uni-
versidad de Concepcidn.

En células somdticas la expresion de genes para
histonas estd acoplada a la repllcac10n del genoma. Du
rante el desarrollo embrionario de erizo de mar, tres™
grupos de genes para histonas son secuenc1almente expre
sados:  las variantes atfpicas CS particulares de los
estados 'de segmentacion, las variantes «c mayoritarias
hasta la eclosién de las larvas y las histonas tardias
similares a histonas somdticas que predominan en esta-
dos larvarios del desarrollo. Las variantes tipo CS de
penden de la replicacién solc a nivel de su traduccién,
pero se desconoce la eventual interdependencia entre re
plicacién y expresién de histonas tardfas.

Con el objeto de aborcar este problema se inves
tig6 la relaci6n entre sintesis de histonas y replica-
cibn en etapas de eclosién y larvarios de desarrollo em
brionario. Se deisﬁrino la replicaci6n del genoma por
incorporaci6n de timidira a 13 y la neosintesis
de histonas por fluorografia de Hj histonas obteni-

a partir de cultivos incubados con una mezcla de
1§H aminodcidos. En experimentos paralelos se utilizé
o-c amanitina como inhibidor ce ADN polimerasa y emeti-
na como inhibidor de traduccitn.

Los resultados obtenicos indican que la expre-
sion de genes de histonas no estd acoplada a la replica
ci6n del genoma en la etapa de eclosién y si lo estd en
etapas larvarias de desarrollo embrionario.

Proyecto FONDECYT 0789/88: 20.31.17 y 20.31.35, Univer-
sidad de Concepcion.
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ESTIMULACION DE LA NUCLEOLOGENESIS POR HIPOMETILACION
DEL DNA EN CELUWLAS MERISTEMATICAS DE A. CEPA L.
(Stimulation of nucleclogenesis by DNA hypomethylation
in meristematic cells). MERGUDICH,D.; Leyton,C.;
Sans,J. Dpto. Biol. Cel. y Gen. Fac. Med. U. de Chile.

Entre los procesos que ocurren al final de la
mitosis, se produce la reorganizacion nucleolar
(nucleologénesis). Este evento, es dependiente de la
activacién de cistrones ribosomales. En estudios
previos, hemos visto, en células meristematicas
sincrénicas de raices de Allium cepa L, que
tratamientos con 5-AzaC (andlogo de la citidina, y
agente hipometilante del DNA)Y, que involucren
fundamentalmente la primera mitad del periodo
replicativo del DNA, aceleran la nucleclogénesis.

En el presente trabajo se estudia si la aceleracioén
de este proceso, inducida por 5-AzaC, se relaciona con
el efecto hipometilante de este anilogo. Con este fin,
se determiné mediante HPLC el contenido de citosina y

metilcitosina en el DNA, después de distintos
tratamientos con S-AzaC. Ademds, se analizaron
cambios en el patron de corte, en sectores

particulares del genoma (cistrones ribosomales), con

los esquizomeros Hpa II y Msp I.

Los resultados muestran que 5-AzaC provoca una caida
en alrededor del 25% en el contenido de Smetil
citosina del DNA. Esta caida se asocia con un
incremento importante de citosina. DNAs obtenidos de
células tratadas con S-AzaC presentan un patrén de
corte diferente con las dos enzimas de restriccien,
detectado mediante hibridacién con una sonda
heterédloga de 1.7 Kb correspondiente al rDNA 18 S de
rdbano.

Estos resultados sugieren gque la aceleracién de la
nucleologénesis, provocada por S-AzaC, estaria
relacionada con hipometilacién de un sector de los
cistrones ribosomales.

Proyecto FONDECYT B9-812.

CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LA PROTEINA QUINASA C
MAMARTA DE RATA. (Biochemical characterization of pro-
tein kinase C from rat mammary gland).

Moncada, E., Lavandero, S. Sapag-Hagar, M.

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Facul-
tad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad
de Chile.

Interesados en la participacidén de la proteina
quinasa C {PK-C) en el complejo mecanismo de transduc-
cién de sefiales en los procesos de proliferacién y dife
renciacién celulares en el tejido mamario, se procedig
a purificarla parcialmente a través de cromatografia
de intercambio idnico (DEAE celulosa), y de afinidad
(fenilsefarosa).

La posterior caracterizacién de la PK-C mamaria
indicé que al igual que las descritas en otros tejidos,
su actividad es dependiente de calcio y fosfolipidos,
con una constante de afinidad (Ka) de 0,44 uM para cal-
cio; Km de 66 ug/ml para histona; Km de 10 uM para ATP.

Para cerebro se han informado Km de 50 ug/ml y de
6 uM para histona y ATP, respectivamente. El estudio
de la especificidad para distintos sustratos indicd
que: histonad» protamina» caseina>«{-lactalbimina. Res—
pecto a la accidén de distintos metales dbvalentes sobre
la actividad de la enzima se tuvo: resentd un
efecto activador iconc éptima: 10mM), Mn fue menos
efectivo y el Zn la inhibié totalmente.

El estudio demostrdé que tanto la actividad como
la distribucién subcelular de la enzima (membrana celu
lar-citosol) varian en relacién al periodo del ciclo
lactogénico. En resumen, nuestros resultados indican
que la PK-C mamaria de rata presenta un comportamiento
similar al descrito para otras PK-C de diferentes teji-—
dos, permitiendo asignarle un papel importante en los
complejos mecanismos de transduccidn molecular, respon-
sables del desarrollo y funcién de la glandula mamaria
de rata.

(S.L. es becario de Fundacién Andes. FONDECYT 88-0872).
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INHIBICION DE LA REPLICACION DEL GENOMA POR EFECTO DE
3-AMINOBENZAMIDA EN EMBRIONES DE Tetraexgus niger.
(Inhibition of DNA replication by 3-amine-benzamide in
sea urchin embryos) Montecino, M., Puchi,M.,Imschenetz-

ESTUDIO INMUNOCITOQUIMICO Y ULTRAESTRUCTURAL DE
LA HIPOFISIS DE OCTODON degus~MOLINA-. (Ultras-
tructural and immunocytochemical study of Octo-
don _degus-Molina- pituitary). Morales, B.AT__—y

ky, M. Depto. Biologia Molecular, Facultad Ciencias Bio-
I%glcas y Recursos Naturales, Universidad de Concepcifn.

La poli ADP-ribosilaci6n representa unc de los meca-
nismos mas importantes de regulaci6n de eventos celula -
res como la diferenciacién, replicacién y reparaci6n del
DNA.

Al inicio del desarrollo embrionario del erizo de
mar, se suceden répidos ciclos celulares, donde destaca
como evento principal la replicaci6n del genoma. Es por
esto que la cromatina en estos cigotos debe adaptarse es
tructuralmente para responder a estos requerimientos.

Nos interes6 determinar si la inhibicion de la poli
ADP-ribosilacién in vivo, mediada por 3-aminobenzamida
(3-AB), presentaba efecto_sobre la replicaci6n, medida
por la incorporacitn de (3H) timidina al DNA gendmico.
Simulténeamente se analiz6 la presencia de esta modifi-
cacion en protefnas histénicas tipo CS, obtenidas de ci
gotos incubados en presencia de este inhibidor. Esto
se llevd a cabo mediante técnica de Western inmuno Blot,
con anticuerpos anti poli ADP-ribosa obtenidos en cone-
jos.

Los resultados indican que la presencia de 3-AB en
el medio de cultivo se traduce en una disminuci6n dosis
dependiente en la incorporacién de {3H) timidina.Al mis
mo tiempo, se observa una inhibici6n solo transitoria a
una concentracién de 10 mm de 3-AB.

Por otro lado las histonas tipo CS extraidas de ci-
gotos cultivados en presencia de 3-AB, no presentan ni-
veles detectables de poli ADP-ribosilaci6n, en contras-
te con la modificaci6n ciclo dependiente observada en
los cultivos controles.

Financiado por Proyectos FONDECYT 0789/88, Universidad
de Concepcion 20.31.17 y 20.31.35.

EFECTO DE PALMITOYL-COA EN LA LOCALIZACION SUBCELU-
LAR DE PROTEINA KINASA C EN PLAQUETAS PERMEABI-
LIZADAS ( The effect of palmitoyl-CoA on the subcellular
localization of protein kinase C in permeabilized platelets).
. Biol. Cel. &
Molec.., Fac. Cien. Biol., P.Universidad Catélica de Chile,

La protefna kinasa C es una enzima que requiere de Calcio y
de fosfolfpidos, en especial fosfatidilserina (PS). Fisiologi-
camente es activada por diacilglicerol (DAG), segundo mensa-
jero generado en la membrana celular por hidrélisis de fosfati-
dilinositoles fosfato. La pkC es una enzima con una localizacién
preferentemente citosélica, que al activarse por DAG se trans-
loca a la membrana donde estan sus sustratos. E1 mecanismo y
los factores que regulan la cantidad de enzima unida a mem-
brana no se conocen. En nuestro laboratorio hemos encontrado
que los dcidos grasos de cadena media y larga unidos al Coenzi-
mo A (acil-CoAs) son capaces de potenciar la actividad de la
enzima en presencia de PS y de DAG. El mecanismo de esta
activacién parece resultar de una disminucién inducida por acil-
CoA en el mimero de moléculas de PS necesarios para activar la
enzima (1). Este resultado sugiere que los acil-CoAs podrfan
estar regulando la cantidad de enzima unida a membrana ya que
aumentan cn forma aparente la afinidad de la enzima por PS,
molécula que se encuentra en la membrana. Con el objeto de
estudiar esta hipétesis, plaquetas humanas se permeabilizaron
con digitonina y se determiné la salida de pkC en presencia y
ausencia de palmitoil-CoA. Los resultados obtenidos por medi-
cién directa de la actividad enzimdtica y por determinaciones
utilizando anticuerpo monoclonal contra la enzima sugieren que
¢l palmitoil-CoA induce una mayor unién de la enzima a
membranas.

(1) Eur. J. Biochem., en prensa. Financiado por Fondecyt
802/90

S&nchez, G. Depto. Morfologfa Experimental, Fa-

cultad de Medicina, Universidad de Chile.

El Octodon degus es un roedor silvestre que pre
senta ciclos reproductivos estacionales con pe-
r{odos de Reposo y Actividad gonadal, ciclos en
los que interviene la hipéfisis (H). La falta
de conocimientos sobre esta gléndula en esta es
pecie nos motivé a estudiarla. -
Machos y hembras adultos, hembras gestantes y
machos inyectados con LHRH fueron sacrificados,
diseclindose répidamente las B y fijindolas: una
mitad en Bouin alcohbélico (técnica corriente y
PAP-Dr.E. Rodriguez, Valdivia-) y la otra en Gu
taraldehido 6% (M.E.T.). -
En la adenohipéfisis (ADH), por sus caracteris-
ticas citolbgicas e inmunocitoquimicas (Ac anti
rata) se pudo reconocer células ACTH, STH, TSHT
FSH y LH; estas dos Ultimas se ubicaron en un
mismo tipo celular, apareciendo hiperestimula -
das con LHRH. La célula Prl s8lo se reconocié u
traestrocturalmente, siendo m&s evidentes en les
hembras gestantes. La neurohipdfisis (NH) pre -
senta Pituicitos y axones; en éstos se detecté
mediante PAP: Neurofisina I y II (NPHI y II},
Vasopresina (AVP) y Oxitocina (Ox).

Las células de la ADH de O.degus son similares
a la M.E.T. a las descritas para otros mamffe.-
ros. Las variaciones estacionales en estas po -
blaciones celulares podrfan ser mejor detecta -
das con la técnica inmunocitoquimica. La ausen-
cia de tincibén de las células Prl con Ac antira
ta hace necesaria la obtencién de Ac especifi z
cos anti-Prl de Octodén. La presencia de NPHI y
II, AVP y Ox en NH es similar a otras especies.

PROTEINAS CROMOSOMALES DEI. TIPO HMG EN OVOC%TOS Y EM-
BRIONES DE ERIZO DE MAR Teirapygus niger. (HMG like
chromosomal proteins in Eﬁ?ergx?xzea eggs and embryos
of the sea urchin Tetragﬁgus niger). Onate, E., Gam-

boa, S., Puchi, M., Imscherietzky, M. Departamento de
de BiologTa Molecular, Universidad de Concepcién.

Las proteinas de alta movilidad electroforéti-
ca (HMG) se encuentran asociadas al ADN y juegan un rol
importante, tanto en la estructura de la cromatina como
en la regulaci6n de la expresién del genoma. Actualmen
te no existe informacién acabada sobre la presencia de
proteinas similares a HMG en gametos femeninos y en es-
tados tempranos de desarrollo embrionario.

Con el objeto de investigar la presencia de pro
tefnas HMG en gametos femeninos y embriones del erizo—
de mar Tetrapygus niger, se obtuvieron proteinas a par
tir de cromatina por su solubilidad diferencial en acl
do perclérico 5% (p/v). Las proteinas extrafdas se a-
nalizaron por electroforesis en geles de poliacrilami-
da bajo diferentes condiciones denaturantes. La seme-
Janza de estas protefnas con HMG tipicas fue determina
da por Western Blot con sueros anti HMG de timo de ter
nera obtenidos en conejos. Adicionalmente se realiz6
una deteccidn de modificacién post-traduccional de es-
tas proteinas con suero antipoli-ADP ribosa.

Los resultados obtenidos indican que existen
cuatro proteinas tipo HMG en ovocitos y en estados tem-
pranos del desarrollo embrionario. La proteina de ma-
yor peso molecular da reaccifn positiva con anticuerpos
anti HMG de timo de ternera y con anticuerpos antipoli
ADP-ribosa.

Financiado por Proyectos FONDECYT 0789/88, 20.31.35 y
20.31.17 de la Universidad de Concepci6n.
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ANTIGEND TUMORAL MAYOR Y RIZPLICACION DEL DNA EN
CELULAS TRANSFOMADAS POR SVA0. (Large tumor antigen
and DNA replication in SV40-transformed cells).
Ordenes,6.E.; Corvalan,A.; Pérez,l.y Santos,M. Dpto.
Biologia Celular vy Genética, Facultad de Medicina.
Universidad de Chile.

El antigeno tumoral mayor (ag-T), se localiza
fundamentalmente en el ndcleo de las células trans-
formadas por 8SY40. Mediante ia técnica citoquimica
de la inmunoperoxidasa se ha demostrado que el pa-
trén de distribucién intranuclear del ag-T varia
segin la ubicacién de las células en el ciclo proli-
ferativo. Asi, se han definido dos patrones: homogé-~
neo (células G6G1) vy heterogéneoc (células en 5,62).
Se ha postulado que las dreas con reactividad posi-
tiva para ag-7 en las células en etapa S podrian co-
rresponder, al menos parcialmente, a sitios de re-
plicacién del DNA. Se ha obtenido dos tipos de evi-
dencias que apoyan tal hipdtes.s. 5i las células con
patrén heterogéneo son sometidas a extraccién dife-
rencial con NPF-40 y con DNAasa-NaCl 2 M se observa
que la extraccién de la mayor parte del ag-T requie-
re el tratamiento con enzima y sales, lo que sugiere
que estda directa o indirectamente asociado con el
DNA. Por otra parte, al someter células gque han in-
corporado Bromodeoxiuridina (Br-dU}) a una doble
reaccidén de inmuno-fluorescencia indirecta, wutili-
zando anticuerpos anti-ag-T y anti-Br-dU seguidos de
un sequndoc anticuerpo marcado con isotiocianato de
fluoresceina y con rodamina respectivamente, se ha
podido establecer una co-local.zacién entre el ag-T
y sitios en que el DNA se @std replicando. Estos
antecedentes sumados a ciertas caracteristicas fun-
cionales del ag-T (eij. actuar como helicasa), permi-
ten especular que esta proteina viral podria formar
parte de los compleios replicativos en el nGcleo de
las células transformadas por $V40.

Financiado por Proyecto Fondecyt 1183/90.

CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD ATP&sica-ADP-
&sica PRESENTE EN PLACENTA DE RATA. (Characte-
rization of ATPase-ADPase activity of rat pla-
centa). Pjieber, M., Valenzuela, M.A., Kettlun
A.M., Mancilla, M. y Traverso-Cori, A. Depto.
Bioquimica y Biologfa Molecular. Facultad de
Cs. Quimicas y Parmac€uticas. Univ. de Chile.

Una de las funciones propuestas para la api
rasa, enzima que hidroliza ATP y ADP en presen
cia de Ca2*, es inhibir 1la agreqgacién plaqueta
ria, por su actividad ADP&sica, lo que contri=
buirfa a la fluidez sangufnea para la adecuada
irrigacin del feto.

La actividad ATP&sica-ADPS&sica se encontrS
ligada a membranas en 1la placenta, al igual
que en otros tejidos de rata.

La caracterizacifn biogquimica de una frac-
cidn microsomal de placenta mostrS que: a) hi-
droliza a la misma velocidad el ATP y el ADP
a pH 8,0; el AMP lo hidroliza a un tercio de
esta velocidad, y que el PP, G1P y p~nitrofe ~-
nilfosfaso lo hidroliza a un décimo de ella ;
b) el Ca<” es el catibn m!s efe 1vo n ATP
Y ADP, le siguen Mg2+, +, +y Co¢t; o
los valores de Km pnra ATP vy ADP, son 59 uH y
33 uM respectivamente. Se probs ademfs el efec
to de diversos inhibidores de ATPasas como azi
da, ouabaina, vanadato, DES, fluoruro, DCCD,
ApSA y oligomicina. Se encontr$ un efecto inhi
bidor notorio con el vanadato, DES, azida y
fluoruro. La enzima solubilizada conoctilglucé
sido tiene una masa molecular de 67 kDa.

En conclusifn, podemos decir que hay presen
te en tejido placentario una verdadera activi=
dad apir8sica ligada a membrana semejante a la
encontrada en otros tejidos animales,

Pinanciado por Proyecto FONDECYT 90~-1006.

EFECTO DE DROGAS HIPOLIPIDEMIANTES EN EL
NIVEL DE FOSFORILACION DEL RECEPTOR DE EGF.
(Effect of Hypolipidaemic Drugs in the Phosphorilation Level
of the EGF-Receptor). Omellana A.. Holuigue. L.. Gonzalez,
A..y Bronfman M. Dpto. Biol. Cel. & Molec., Fac. Cien. Biol.
P.Universidad Cat6lica de Chile.

El factor de crecimiento epidermal (EGF) ejerce su accién
en la célula por intermedio de un receptor localizado en la
membrana pldsmica (R-EGF). Este receptor, al unir al EGF
estimula una actividad tirosina quinasa, que provoca la auto-
fosforilacién del receptor en un residuo de tirosina. Ademds, se
ha planteado que R-EGF estarfa relacionado con fenémenos de
transformacién celular puesto que un oncogen codifica una
forma truncada del receptor. Por otro lado, R-EGF es sustrato
de l1a protejna quinasa C (pkC), enzima que ha sido involucra-
da en mecanismos de transduccién de sefiales y ademds en fe-
némenos tumorigénicos. En nuestro laboratorio hemos estado
interesados en ¢l mecanismo de accién de las drogas hipolipi-
demiantes, un tipo de xenobi6ticos que entre sus muchas acti-
vidades producen tumores hepdticos en roedores. Reciente-
mente hemos descrito que estas drogas, en la c€lula pueden ser
transformadas en ésteres del coenzimo A formando drogas-
CoA (1). Ademds hemos encontrado que estas drogas-CoA
producen una estimulacién de la actividad de pkC in vitro (2).
En base a estos antecedentes nos ha interesado estudiar el
efecto que tienen las drogas hipolipidemiantes en la fosfo-
rilaci6én del R-EGF de hjgado de rata. Los resultados muestran
que en hepatocitos aislados de rata las drogas modifican el
nivel de fosforilacién del R-EGF, sin embargo las drogas o sus
derivados del coenzimo A no afectan la actividad tirosina qui-
nasa. Lo anterior sugiere una modulacién en la actividad del
R-EGF por parte de las drogas, mediada por pkC. (1) Biochem.
J., 239: 781-784 (1986). (2) B.B.R.C. 159:1026-1031 (1989). Financiado
por Fondecyt 802/90,

ASPECTOS MECANISTICOS DE LA BIOSINTESIS DE
MONOTERPENOS CICLICOS. (Mechanistics aspects of the
biosynthesis of cyclic monoterpenes). PORTILLA, G., Lab.
Bio-Orgénica, Departamento de Qufmica, Fac. -Ciencias,
Universidad de Chile.

Se presentan el estudio y las conclusiones obtenidas en la
dilucidacién de parte del mecanismo por el que se
biosintetizan algunos hidrocarburos cfclicos.

Previamente se habfa demostrado que el sistema enzimdtico
de C. limonum, utiliza [1°H]GPP, [l"H]NPP y [IPH]LPP y
que la prepargcién contiene tres enzimas de diferentes masas
moleculares.

Nuestras observaciones sobre reactividad de los difosfatos
orgénicos, apoyan la hipétesis de que al utilizar GPP habria
formaci6én de un carbocatién, el que rotarfa para lograr la
conformacién apropiada para la ciclacién. Descartamos un
mecanismo de isomerizaci6n previa de GPP a LPP.

OPOP
Z OPOP 2
OPOP

GPP NPP LPP

Parte de esic trabajo se realizé con ¢l apoyo del D.TI,
Universidad de Chile, (Proyecto Q-1818).
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INDUCCION DEL SISTEMA CITOCROMO P450-MONOOXIGENASAS DE
HIGADO POR CONTAMINANTES AMBIENTALES DE SANTIAGO.
{Induction of hepatic Citochrome PA50-Monocoxygenases
System by environmental contaminants of Santiago).
Quifones, L.5., lllesca, H., y Salazar, |.
Departamento de Bioqufmica, Facultad de Medicina, Uni-
versidad de Chile.

El sistema Citocromo P450-Monocoxigenasas cataliza el
metabolismo oxidativo de los Hidrocarburos Arom&ticos
Policfclicos (PAH) contaminantes ambientales, conocidos
agentes mutagénicos y carcinogénicos e inductores de
las isoenzimas Citocromo P‘iSO—IAI.

En el presente trabajo, se estudié en ratas normales
y en ratas con desnutricién proteica, el efecto in vivo
de extractos orgénicos del material particulado del
aire de una zona de Santiago Centro, sobre el sistema
Citocromo P450-Monooxigenasas de microsomas de hfgado.

Con extractos del 80% de los dfas analizados, se ob-
servé 48 Hrs. después de la inyecci6n intraperitoneal,
en ambos tipos de animales tratados: desplazamiento del
méximo de absorcién del complejo Citocromo P450-CO, asf
como aumentos significativos en el contenido de Cit.
P450 y en las actividades NADPH-Cit. P450-reductasa,
Benzopireno hidroxilasa y Etoxicumarina-0O-desetilasa;
en cambio la actividad Aminopirina-N-desmetilasa se
mantuvo en niveles control.

Estos resultados indicarfan que en el material par-
ticulado que contamina el aire de Santiago, existen
PAHs que inducen especificamente las isoenzimas P450-
IA; del sistema Monooxigenasas de hfgado.

Financiado por FONDECYT, Proyecto 0863.

INTRODUCCION DE UNA SONDA FLUORESCENTE EN LA CISTEINA—
128 DE LA FRUCTOSA-1,6-BISFOSFATASA (Introduction of a
fluorescent probe on cysteine-128 of fructose—1,4—
bisphosphatase). Reyes, A., y Slebe, J.C. Imatituto de
Bioguimica, Facultad de Ciercias, Universidad Austral de
Chile, Valdivia.

La fructosa-1,46bisfosfatasa de rifsn de cerdo es
una proteina tetramérica que es irhibida por fructosa—
2,6 bisfosfato (Fru-2,6~Pa). El bloqueo selectivo de la
cisteina 128 de la enzima con Netilmaleimida la
insensibiliza a esta irhibicidn (Reyes et _al., J. Biol.
Chem. 262, B451, 1987). Nos propusimos marcar este
residuo con una sornda fluorescente, para probar la
polaridad del entorro de la cisteina y su accesibilidad
a agentes colisionales en el medio externo.

Por modificacion quimica de la enzima (2 mg/mb)
con pireno-maleimida (PM, O,1 mM) se obtuvo un derivado
activo, que tiere un grupoc PM por wmuwbunidad y es
pricticamente insersible al Fru—2,6Pae. El irhibidor
protegié contra la reaccién de modificacién. Estos
hechos sugieren que PM se ure especificamente a la
cisteina 128. El fluoréforo se excits a 3%4 rm y los
apagadores acrilamida y nitrometano se usaron en el
intervalo de concentraciones de 0,01 a 0,9 M.

Los espectros de fluorescencia muestran que el
residuc de cisteina 128 se encuentra en un entorno
apolar, que Mo se altera por la presencia de ligandos de
la enzima. El estudio del apagamiento  de la
fluorescerncia del PM unido muestra que el fluoréforo se
encuentra protegido de colisiores con la acrilamida,
pero es accesible al nitrometaro, sugirierdo que PM se
ubica en una hendidura de la proteina. La adicién del
inhibidor alostérico AMP produce un mayor apagamiento en
la emisién del fluorédforo por nitrometano, lo que
sugiere un cambio conformacional; otros ligandos de la
enzima (Fru-1,6Pa, K*) no muestran este efecto.

La sonda permitird caracterizar la posicion
relativa de este residuo en la estructura terciaria de
la proteina (Financiado por: DIC-UACH, RS-89-37,
FONDECYT 188/8% y Fundacidn Andes, C-11050).

RESUMENES

ESTUDIOS CINETICOS DE LA FRUCTOSA-1,6-BISFOSFATASA CON
FRUCTOSA-1-FOSFATD COMD  SUSTRATO  (Kinetic studies of
fructose—1,4-bisphosphatase with fructose 1-phosphate as
substrate). Reves, A., Bravo, N. y Slebe, J.C. Instituto
de Bioquimica, Facultad de Ciencias, Universidad Austral
de Chile, Valdivia.

La fructosa-l,6bisfosfatasa hidroliza fructosa—
1,6-bisfosfato (Fru-1,6Px) a fructosa—6—fosfato mas P,,
y @& inhibida alostéricamente por AMP. Asimismo, es
inmhibida por fructosa-2,é-bisfosfato (Fru—2,6Fe=), por
un mecanismo que es controversial; la cinética de la
irhibicién usando Fru-1,6-Pa es compleja. Puesto que la
enzima renal de cerdo también usa fructosa-i-fosfato
(Fru-1—P) con wuna eficiencia y afinidad merores,
(Colombo y Marcus, FEBS Lett. 38, 133, 1974), ros
parecié de interés investigar las propiedades cinéticas
de esta enzima con Fru-1-P, analizando en especial las
caracteristicas de su irhibicién por el Fru2,6Fe.

La actividad fructosa-i-fosfatdsica se midisé
fotocolorimétricamente por la produccion de P, o
espectrofotométricamente a S00 nm acoplando la reaccién
de desfosforilacion de Fru-i-P con las de la ruclessido—
fosforilasa y de la xantinaz—oxidasa, en presercia de
inosina y iodonitrotetrazolio.

tLa cinética de saturacién de la enzima con Fru-1-f
entre 0,3 y 17aM es hiperbédlica (Kn = 3,2 mM;
K =0,125 M), sin indicios de la caracteristica
irhibiciéon por exceso de sustrato cuande se ure
Fru-1,6~Pa. Con Fru—-1—, K* irhibe a la enzima en forma
competitiva (K, = 24,3 mM), probablemente por accién en
el sitio activo, mientras que el inhibidor alostérico
AP muestra una irhibicién mixta. La inhibicien por
Fru—2,6a también es mixta, con un claro componente
incompetitivo (Kye = 0,82 pM y Kiu = 0,47 pM). Este
resultado sugiere que el Fru2,6Pe actia sobre la
enzima mediante un sitio alostérico. Se concluye que el
emplec de Fru-1-P clarifica el mecanismo de la
irhibicidn de la enzima por el Fru—2,6Pa. (Financiado
por: DIC-UACH, RS-89-37 y FONDECYT 188/8%).

EVIDENCIAS DE UN POLIPEPTIDO DE 110-KD ASOCIADO A VESICU
LAS TRANSPORTADORAS DE LIFIDOS BILIARES., (Evidence of a
110-KD polypeptide associeted to native biliary vesicles
Riggoti, A., Marzolo, M.P., Brandén, E., Amigo,L. y Ner-
vi, F. Departamento de Gestroenterologfa, Facultad de
Medicina y Departamento de Biologfa Celular, Facultad de
Ciencias BiolSgicas, Pontificia Universidad CatSlica,
Santiago, Chile.

Una cantidad importante de colesterol biliar se trans
porta en liposomes (vesfculas) de lecitina, tanto en bi
lis de rata como humana. Aunque hay al menos 1k prote£
nas en la bilis nativa, inclufdas apoprotefnas del plas
ma, no existen evidencias hasta ahora de alguna interre
lacién entre las vesfculas transportadoras de 1fpidos en
la bilis (lecitina y colesterol libre) y protefnas espe-
cfficas. Nuestro objetivc fue la bfisquede de asociacio-
nes entre protefnas y el transportador vesicular de 1fpi
dos en bilis nativa de rata.

Usamos bilis de grupos de ratas alimentadas con diosge
nine (inductor de la secreciSn biliar de colesterol), en
las que > 68% del colesterol biliar se encuentra en frac
ciones ricas en vesfculas. FEl colesterol biliar se mar-
8 con H3-colesterol ¥ las fracciones vesiculares se ais
laron por ultracentrifugacién en Metrizamida al 7%. Las
vesfculas se purificaron a través de 2 cromatograffas en
columna usando 150 mM NaCl, 50 mM Tris y 1.5 mM ¥DTA a
pH 8. Primero, las vesfculas se excluyeron en el volu-
men de exclusidn con Ultrcgel Aca-34, se concentraton
por ultrafiltracién en Amicon YM-30 y luego se incluye-
ron en una columna CI-2B-300. ILa integridad de las vesf
culas se confirmé con una tercera columna de exclusién.
la tincibn con Ag de las fracciones vesiculares demostra
ron un polipéptido de 110 kD despuds de purificadas. Se
excluyé la posibilidad de contaminacién con sangre, de-
mostrando la misma asociacién vesfcular 1fpido-péptido
en vesfculas obtenidas de hfgado aislado. Ios resulta-
dos sugieren que los transportadores de 1fpidos biliares
son lipoprotefnas.
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RESPUESTA DE PLANTULAS DE Citrus 1imonum

FRENTE AL ATAQUE POR HONGOS. (Citrus limonum
seedlings response to fungal attack). Roco,

A., Fanta, N., Péerez, L. M. Dep. Biog. y Biol.
Mol., Fac. Cs. Buim. y Farm., Univ. de Chile.

Las plantas superiores pueden defenderse de
la agresién producida por microorganismos
patdégenos, a través de la expresidén de genes
de defensa.

Las pléntulas de C, limonum sometidas a las
siguientes condiciones: a) infeccién directa
por Alternaria chlamydoSpora, 6 b) tratamiento
con pectinasa obtenida del mismo hongo 6 <
tratamiento con azucares oligomericos,
respondieron aumentando significativamente las
actividades de PAL (fenilalanina amonio liasa)
y CH (cinamato hidroxilasa), enzimas de la via
fenilpropanoide.

Sin embargo, las
obtener la

tiempos requeridos para
méxima induccién dependieron del
tipo de tratamiento. La induccitn enzimatica
no se produjo cuando los tratamientos se
realizaron en presencia de inhibidores de la

sintesis proteica.

Los resultados sugieren la existencia de
una secuencia en el proceso de infeccién del
tejido vegetal: germinacién de las esporas —>
secreciton de pectinasa «=-> hidrélisis de pared
celular vegetal —> generacién de fragmentos
de pared (azucares aligamericos} -_—
activacion de la via fenilpropano.de. Por lo
tanto, los verdaderos inductores de la
respuesta de la planta serian los fragmentos
de pared celular vegetal.

Financiado por FONDECYT
2950-892) .

(157/88) y DTI (B

SITIOS DEL NUCLEOTIDO EN CARBOXIQUINASAS FOSFOENOLPIRIVI
CAS DEPENDIENTES DE GTP Y ATP. (Nucleotide Sites of GTP
and ATP-dependent phosphoenolpyruvate carboxykinases).
Rojas, M. C., M .y & » Departamentos
de Qufmica, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile y
Facultad de Ciencia, Universidad de Santiago de Chile.

La carboxiquinasa fosfoenolpirfivica (PEPCK), cataliza
la formacién de PEP a partir de oxaloacetato y un nucleo-
tido, que puede ser GTP o ATP seglin la fuente de la cual
se obtenga la enzima. Asi, la PEPCK de rata utiliza GTP,
en cambio la de levadura s8lo utiliza ATP como sustrato.
EL sitio que une al nucleStido en la enzima de ambas fuen
tes, contiene un par de SH vecinos y en la PEPCK de rata,
uno de estos tioles es extremadsmente reactivo a pH 7.0.

El reactivo fluorescente especifico para SH:
1,5-1-AEDANS, reacciond selectivamente con un residuo de
la PEPCK de rata, como lo demuestra la obtencién de un
inico péptido triptico fluorescente a partir de la enzi
ma modificada. Las caracteristicas fluorescentes del
AEDANS unido a la enzima, evidencian un entorno de poleri
dad equivalente a la del etanol y accesibilidad reatringi
da del solvente al sitio del fluordforo. La PEPCK de le
vadura (ATP) modificada con el mismo reactivo, evidencia
una polaridad menor en el sitio equivalente y similar
accesibilidad al solvente. Determinaciones de la aniso-
tropia de fluorescencia, muestran diferencias en el grado
de libertad rotacional del fluordforo en las PEPCKs depen
dientes de GTP y ATP. -

Trabajo financiado por FCNDECYT proyecto 88-1060 y
DICYT-USACH.
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SINTESIS Y LOCALIZACION DE PROTEOGLICANOS ASOCIADQOS A
MEMBRANA PRODUCIDOS POR CELULAS DE SERTOLI: (Sinthesis
and location of membrane-associated proteoglycans pro-
duced by Sertoli cells).

Rodriguez, J.P. y Minguell,
J.J. Unidad de Biologia CeTular, INTA, U. de Chile.

Las células somdticas testiculares en cultivo incor-
poran 3H-glucosamina en proteoglicanos (PG), los cuales
se encuentran tanto asociados a la membrana celular co-
mo en 1a matriz extracelular (ME). En el testiculo, la
funcidn de los PG asociados a membrana no ha sido dilu-
cidado. En este trabajo se utilizan células de Serto-
14, que producen activamente PG y estdn en estrecha aso
ciacifn con las células germinales, para estudiar el po
sible rol que tienen los PG asociados a membrana en el
proceso espermatogénico.

Al analizar los PG por DEAE-Sephace] se puede obser-
var la aparicién de un proteoglicano mixto de heparan y
condroitin sulfato (PG-HS/CS) y un proteoglicano de con
droitin sulfato (PG-CS), que eluyen a la misma concen-
tracién de sal que las especies producidas por cultivos
de células testiculares. Sin embargo, la razbn entre
el PG-CS y PG-HS/CS es mayor gque la observada para el
caso de los cultivos de largo término. E1 andlisis cro
matogrifico de los PG, Tuego de tratar las células de
Sertoli en cultivo con condroitinasa ABC, wuestra la
elucién solo del proteoglicano de condroitin sulfato.
La desaparicidn selectiva de uno de los PG indicaria
que mientras el PG mixto se encuentra accesible a la en
Zima y posiblemente 1ibre de interacciones, el PG-CS po
drfa estar participando en interacciones con otras célu
las de estroma o bien con otras moléculas de ME.

Financiamiento: Proyecto FONDECYT 89 - 990

EVALUACION DE LA ASOCIACION DE PEROXISOMAS Y
MICROTUBULOS. (Association between peroxisomes
and microtubules) Santos. M,J). Departamento
Biologfa Celular, P. Universidad Catélica de

Chile.
La localizacién de tos organelos
subcelulares membranocsos en una célula

dependen de interacciones de ellos con
elementos del citoesqueleto. Se han acumulado

evidencias que muestran 1a asociacidon de
microtubulos con 1isosomas, retfculo
endopldsmico, aparato de Golgi, mitocondrias

y vesficulas en general. Existe otro organelo
membranoso -el peroxisoma-, que recientemente
se ha demostrado su ubicuidad y 8su
esencialidad para funciones celutares
metabélicas. Entre ellas destaca 1la B-
oxidacién de Acidos grasos de cadena muy larga
y la sintesis de plasmalégenocs.

No existen estudios que evaluen Ila

asociacién de microtubulos y peroxisomas.
Con este fin, realizamos estudios de
inmunofluorescencia en fibroblastos humanos,
mediante doble marcacién. Para ello utilizamos
simultdneamente anticuerpos policlonales
contra protefnas de la membrana peroxisomal y
anticuerpos monoclonales contra tubulina.

Los resultados indican que no habria
asociacién entre microtubulos y peroxisomas en
condiciones normales ni en situaciones de
desansamblaje de microtubulos. Esto indicarfa
que los peroxisomas, a diferencia de 108 otros
organelos membranosos, 1interactuarfan con
otros elementos del citoesqueleto.
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CAMBIOS MORFOLOGICOS Y MOLECULARES INDUCIDOS EN
Thiobacillus ferrooxidans EN RESPUESTA A LA HAMBRUNA
DE FOSFATO. (Morphological and molecular changes
induced in Thigbacillus ferrgoxidans in response to
phosphate starvation). Seeger, . vy Jerez, C.A.

Departamento de Bnoqu(mca, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile

Thiol illy ferrgoxidans es una bacteria de
importancia industrial que participa en 1la
bioextraccién de metales. El fosfato es uno de los
nutrientes esenciales para este microorganismo Yy
puede ilegar a ser limitante en su entorno naturat,
lo que podria afectar seriamente la capacidad
biolixiviante de la bacteria. Hemos estudiado los
mecanismos moleculares de respuesta y adaptacién de
estas bacterias frente a la carencia de fosfato.

Las bacterias se crecieron en presenc»a (0 2 M) o
en ausencia de fosfato ¥y con o sin Na2 i} Se
analizaron las protefnzs sintetizadas me vante
electroforesis mono y bidinensional y se determind
la actividad de fosfatasas. La microscopia
electrénica fue de transmision y con tincién
negativa.

En ausencia de fosfato, las células crecieron muy
lentamente, mostrando un alargamiento de hasta diez
veces e) tamafio normal. Se observé ademis la
induccién de varias proteinas bisicas de alto peso
molecular y aparentemente 1la de una fosfatasa
periplasmidtica de peso molecular 26,000 KkDa. La
falta de fosfato no constituye una respuesta similar
al stress térmico, ya que en ausencia de este
compuesto no se indujo la prohinl hsp 70. Nuestros
datos indican que T, ferrooxidans posiblemente posee
un sistema para la'captacion thracelular de fosfato
del tipo regulén, similar al de E. col

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

PARTICIPACION DE ACROSINA EN LAS INTERACCIONES
ESPERMATOZOIDE-HUEVO (Role of acrosin in sperm-egg
interactions)

Sepdlveda, M. 8. (%), » Barros, C. y De
Icannes, 3. Fac. Cs. Blolégicas, P. Universidad
Catélica de Chile.

Acrosina es una serina proteasa que se encuentra
como zimégeno en el acrosoma de los espermatozoides
de mamiferos y que se transforma en su forma activa
durante la reaccién acrosémica.

Su actividad proteolftica se ha relacionado con
la penetracién del espermatozoide a través de la zona
pelécida. Pero, nuestros estudios sobre fecundacién

en hamster, utilizando anticuerpos mono-
Clonales (AMC) anti-acrosina o inhibidores especificos
de serinas proteasas, muestran que no sélo se inhibe
la penetracién sino también 1la unién de los
espermatozoides a la zona pel6cida.

El objetivo de este trabajo es estudiar la
participacién de un sitio de unién a fucosa, presente
en acrosina, que podria estar involucrado en la unién
del espermatozoide al huevo. Con este propésito, nos
interesa seleccionar AMC dirigidos contra el sitio de
unién a fucosa desde un panel de 20 AMC anti-acrosina
humana,

Se realizaron ensayos de competencia entre los
AMC y polisacérides por su unién a acrosina, mediante
técnicas de inmunofluorescencia indirecty y ELISA. De
12 AMC analizados, al menos 3 muestran inhibicién por
fucoidano, un heteropolisacérido de fucosa sulfatada.

Estos AMC servirén como herramienta para estudiar
un rol recientemente propuesto para acrosina, el de
participar en la unién espermatozoide-huevo,

Financiado por Fondecyt (495/89 y 577/89).
(*): becaria Fundacién Rockefeller.
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SECRECION DE ESTRADIOL {E2) v PROGESTERONA (P) EN UNA |INFA
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CELULAR DE GRANULOSA HUMANA EN CULTIYO CONTINUO, EFECTO DE FSH
EN LA PRODUCCION DE E2. (Estradiol and progesterone release in & human
granulosa ceil line in continuous culture. FSH effect on estradiol
Production) Sepillveds M., Romero,C. y_Caviedes,R. Laboratorio de
Bioquimica, Dep. Obstetricia y Ginecologia, Hospital J.J. Aguirre. Lab.
cultivo de tejido, Dep. Fisiologia, Faculted de Medicina, U. de Chile.

Debido a la dificultaded de obtener material humeno para la
investigacion en el estudio de 1a funcién ovarica, nos interesd 1a obtencion
de une linea celular de granulosa humana, que mantuviers la capacided
estermdogemce de squellas célylas obtemdas de fohculos pre-ovulatorios.
La linea fue establecida por técnicas previ t
(R.Caviedes y col. Arch. Biol. y Med. Exp.22: R - 242, 1989) y ha sido
propegada por més de 40 subcultives y sometida a  periodos de
criopreservacion a - 90°C, sin cambio funcional aparente. Las células de 1a
monocaps  muestran estructura epitelial & la microscopia de fase y
conservan inhibicidén por contacto.

E1 objetivo de este trabajo es 21 de estudiar 13 secrecion de E2y P en
esta lines celuir, mediante incubaciones cortas de dos horss a 37°C con
95% 02 y S% C02, en medio M-199 y F12-D, en presencia y en susencia
de los sustratos respectivos(testosterona y pregnenolona); asi como
tambien en presencia de FSH. . La medicién de €2 y P se realizé por
Radioinmunoenélisis, con reactivos y métodos de la 0.M.S. E} estudio de
visbilided se realiz6 antes y después de cada incubacion por el test de
exclusion con azul tripan el 0.2%, obteniendose entre 75-79% de
visbilided.

Los resultados muestran que Tas célules de granulosa humana de esta
Tinea celuler, aiin conservan su capacidesd para producir €2 y P en
presencia de sustrato y al agregar FSH sl medio de incubacion hay un
sumento en la produccion de E2. Estos hallazgos demuestran que estas
células mantienen su capacidad esteroidogénica y sugieren la presencia de
receptores & FSH.

CLONANIENTO Y DETECCION DE ODETERMINATES OF AONESIVIDAD E INVASIVIDAD DE
Salaomella typhi Ty2. (ESTUDIOS PRELINIMARES). (Cloning and detection of
Salnonella typhi Ty2 adhesion and invasion determinants). Solis, 4., Cachicas
Y., Hinrichsen, V., Visquez, A., Wellsr, C., Yudelevich, A. Laboratorio de
Bioquimica. Departamento de Biologia Celular y Molecular. Pontificia
Universidad Catélica de Chile.

ta capacidad de bacterias enteropatégenas de adherirse y en algunos
casos, ademés, invadir células de la wmucosa gistrica es un elesento muy
inportante en el proceso de infeccién.

Con 81 objeto de caracterizar a nivel molecular los genes involucrados, y
las caracteristicss del proceso de adhesidn e invasion estamos estudiando sste
proceso en Salmonella spp. Para ello estamos utilizando la cepa Salaonellz
typhi Ty2, agente etioldgico db la fiebre tifoidea, enfermedad que es endémica
en Chile.

A fin de identificar las funciones involucradas en estos procesos de
adhesidn y/o invasién, se ha construido en £. coli YCS257 un banco de genes de
Salsonella typhi en el cosmidio pHC79. Para ello hemos utilizado una cepa
aislada de una muestra clfnica. Este banco ha sido utilizado para identificar
clonss en £, coll que han adquirido la capacidad de adherirse o invadir in
vitro cultivos e de células Hela crecidas en monocapa. El estudic de la genoteca
peraitié aislar dos clones denominados T3 y T4 que adquirieron la capacidad de
adherirse e jnvadir a células Hela.

Andlisis del ONA presente en estos clones indica que ademis de la
prasencia del cosaidio pHC79 poseen un inserto de 43 Kb.

Estudios sorfoldgicos de las bacterias y las células, realizados mediante
wicroscopfa electrbnica de barrido, persitieron desostrar cambios en la
superficis del clon 13 asi como alteraciones en ia superficie de las células
Hela durante los eventos estudiados. Las evidencias preliminares sugisren la
participacién de una estructura tipo fimbria en la adhesion resistente a la
inhibici6n por manosa. La microscopia elsctrénica de tramsmisidn permitié
visualizar y demostrar la invasién de las células Hela por el clon T3.

Financianiento proyecto FONDECYT 398-38.
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ESTIMULACION POR Ca+2 DE LA HIDROLISIS DE GTP INTERCAM-

BIABLE EN LA TUBULINA. (Hydrolysis stimulation by
calcium of the exchangeable GTP in tubulin). #*Soto,
C., De la Cerda, M. y Monasterio, 0. Departamento de

Biologfa, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

La tubulina un heterodimerc de masa molecular 110
kDa, posee dos sitios para GTP, uno de los cuales
intercambia el nuclebtido (sitio E). Durante la polime—
rizacién el GTP intercambiable se hidroliza liberando
Pi. La colchicina que inhibe la polimerizacién, induce
la hidré6lisis de este nucleétido.

Para investigar si mecanismo de inhibicién de la
polimerizacién por ca*c esta relacionado con la hidré-
lisis de GTP en el sitio E, ne midi§ la velocidad de
liberacién de Pi en una solucién de tubulina en

ia y en pr ia de calcio, utilizando como
sustrato ( Y-P"“)-GTP. La tubulina de cerebro de pollo
se purificé por el método de Weisenberg (Weisenberg,
R.C., y Timasheff, S.N. (1970) Biochemistry 9, 4110~
4116) y se filtré a través de Sephacryl S-300 para
eliminar agregados. La velocida& de hidrélisis de GTP
en ausencia y presencia de Ca 2 mM fue de 0,18 +
0,03 nmoles y 0,46 + 0,0. nmoles de GTP/mg de
tubulina/min, respectivamente. El incremento de 2,56
vesss en la velocidad de hidr6lisis producido por
Ca fue directamente proporcional a la concentracién
del metal entre 0,2 mM y 4,0 mM, lo cual a su vez s!
correlaciona con las concentraciones donde el Ca*
inhibe 1la polimerizacién de ,,tubulina. Controles con
metales monovﬁentes y con Mg “ a las mismas concentra-
ciones de Ca , no presentaron ningin efecto sobre la
acf'évidad GTP4sica. Los resultados indican que el ién
Ca estimula la actividad GTPésica de la proteina en
solucién. Este efecto podria estar relacionado con gl
mecanismo de inhibicién de la polimerizacién por ca* ’
pues para que se formen microtibulos es imprescindi-
ble la presencia de GTP en el nitio E de la tubulina.

Financiado por proyectos FONDECYT 1133-89 y DTI.
*Becario Fundacién Andes.

LA NHBICION DE LA SINFATACION AFECTA LA
MOVILIDAD DE LARVAS VELIGERAYS DE C. contholepas.

{ [nhibition of suifation effscts the wmobility of C. conchojepan
veligers larvae ). Urrea R y Brandan. E Unided Neurobiolgia
Molecular, Departamento Biokogia Celular y Molecular, Fac. Cien-
<iag Biologicas, P. Universidad Catdtica de Chile.

Se ha demostrado que las moléculas sulfatadas son de gran impor-
tancia en &l desarrole de invertebradoes marines. Recientemente
hemos demcstrado que tanto la movilidad de larvas veligerss de
Concholepas concholepas como 8 grado de sulfatacion de macro-
moléculas dependen de 1 concentracion de sulfato en #f agua de
mas. Para estudiar ja especiticidad del efecto del sulfato, hemos u-
sado un inhibidor especifico de Ia sulfatacisn, clorato y evaluade su
efecto & nivel de sulfatacion y movitidad larval.

El clorato a una ooncentracion 10 mM inhibié en un 30K la incorpo-
racién de sulfate a macromolésulas precipitables por TCA, mientras
que la incorporacion de metionina y fostoro & proteines no se afec-
to en mis de un 108. La inhibicidn de 1a sulfatacion presents un
tiempo medio de 20 minutoes, sugiriencle que et pooi intraceinlar de
PAPS, la molécula donante de sulfato es mny pequeiio. El clorato
ademad de inhibir la sulfetacion, alecté fusrtemente 1n movilidad
de 1as larvas. Amboe fenomends resultaron ger reversibles. El
andlisia de los protecglicanes sulfatados en columnas de intercam-
bio inico, revels que aquellos provenientss de lervas incubadas
con¢lorate presentan un grado menor de sulfatacion en ¢ompara-
<idn a los controles.

Estos resnltados sugieren que la sulfatacion ¢std directamente in-
volucrada <on la movilidad de 1ss larvas y probablemente e de vi-
tal importancio para ¢l desarrols de estes organismos. Actuaiments
estamos determinando el tipe de molécula () sulfatadas que pasti-
ciparia en ¢ste fendmeno.

Financiado por IFS 1407/1 y FONDECYT 1502/89.
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FOSFOFRUCTOGQUINASAS DE E, g£g)li CON PROPIEDADES CINETICRS
DIFERENTES NO MUESTRAN [EL MISMD BRADD DE CICLO DE
SUSTRATOS. (E, goli phosphofructokinases with different
kinetic properties do not show the sawe rate of
substrate cycle). Torres, J,C, y Babul, J, Departamento
de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

La fosfofructoquinasa (Pfk) y la fructosa bisfosfatasa
(Fbp) catalizan reacciones opuestas de la via
glicolitica y gluconeogénica y se ha postulado que su
accién es regulada por varios efectores de wmodo que no
se produzca un ciclo de sustratos y que el flujo neto de
metabolitos ocurra en el sentido requerido. En este
trabajo se estudia sl control de estas enzisas de E,
coli utilizando un wmodelo in vitro con
fosfofructoquinasas que poseen propiedades cinéticas
diferentes. Pfk-1 presenta una funcién de saturacion
sigmoidea con respecto a fructosa-6-P, es inhibida por
P-enolpiruvato y activada por ADP. Pfk-2 y su versién
mutada, Pfk-2#, presentan una funcién hiperbélica y no
son afectadas por esos compusstos. Debido a una mutacién
estructural, Pfk-2# no es inhibida por ATP y cepas que
contienen esta enzima crecen muy lent te en f t
de carbono gluconsogénicas.

En el modelo in vitrp se acoplé el ensayo de Pfk y Fbp
usando sistemas de enzimas auxiliares que reducen NAD u
oxidan NADH, de modo que la absorbancia a 340 nm indique
#1 balance entre la actividad de Pfk y Fbp.

Al usar condiciones iniciales que simulan las del
crecimiento en condiciones gluconeogénicas, la tasa de
ciclo de sustratos mis baja fue la del par Pfk-1/Fbp,
mientras que la de Pfk-2#/Fbp fue la mis alta, siendo
intermedia la de Pfk-2/Fpb. Estos resultados se pueden
explicar por la inhibicién de Pfk-1 por P-enclpiruvato y
de Pfk-2 por ATP. Debida a que Pfk-2% no es irhibida por
ATP, se produce un ciclo fatil que determina el lento
crecimiento de las cepas que contienen a esta enzima.
Las predicciones de este modelo se someterdn a prueba
mediante wmediciones jn vivo.

Financiado por Fondecyt, Proyecto 1120-89.

ACTIVIDAD ATP&sica-ADP&sica DE UTERO DE RATA.
(ATPase-ADPase activity of rat uterus). Valen-
zuela, M.A., Collados, L., Lara, H., Kettlun,
A.M., Mancilla, M. y Traverso-Cori, A. Depto.
Bioquimica y Biologia Molecular. Facultad de
Cs. Quimicas y Farmacuticas. Univ. de Chile.

Hemos demostrado la existencia de apirasa,
ligada a membranas, en Gtero de rata, cuyos ni
veles disminuyen durante la prefiez. Entre las
funciones propuestas estin su participacifn en
la coagulacién (actividad ADP&sica) y de glico
silaci8n de protefnas (actividad NDP&sica).

Este trabajo tiene dos objetivos : correla-
cionar su localizacifn con estas funciones Yy
su posible regulacifn. El primero se llevl a
cabo con un fraccionamiento subcelular en gra-
diente de sacarosa. En &ste se encontr8 que el
80% de la actividad ATP&sica-ADP8sica estd aso
ciada a retfculo endoplésmico, un 16% a membra
na plasmftica y s8lo un 4% al aparato de Golgl.

Para el seqgundo objetivo se sigui8 la acti
vidad apir8sica en ratas durante el ciclo es
tral y adem8s en ratas implantadas con dosis
de estradiol equivalente al proestro(7 dfas).
Durante el ciclo estral no hubo diferencias
significativas de la actividad apirfsica en
los homogeneizados de fitero, sin embargo, en
las ratas implantadas con estradiol se observ6
un aumento de un 30% de dicha actividad. En es
tas condiciones el aumento total de proteinas
fue de s8lo un 58%.

La distribucifn subcelular de la apirasa en
el fitero concuerda con sus dos funciones pro-
puestas. El efecto de estradiol confirma el po
sible control hormonal de esta enzima segln
las condiciones fisiol8gicas del tejido.

Financiado por Proyecto FONDECYT 90-1006
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CONCENTRACIONES DE HIDROCARBUROS POLICICLICOS AROMATI-
COS QUE CONTAMINAN EL AIRE DE SANTIAGO.

(Concentrations of polycyclic aromat!c hydrocarborrs o
the air particulate material of Santiago).

V8squez, H. y Gil, L.

Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, Uni-
versidad de Chile.

Es reconocido el hecho que un alto porcentaje de
céncer en humanos, est& relacionado con la exposicién
a compuestos quimicos. Dentro de estos compuestos, los
hidrocarburos policfclicos arom&ticos (HPAs), que se
encuentran presentes en partfculas contaminantes de)
aire de las ciudades, son metabolizados por el siste-
ma P-450 de oxidasas de funcién mixta. Con el objeto
de estudiar los efectos metabSlicos de los HPAs que
contaminan Santiago, se analizaron muestras diarias del
aire de varias zonas del centro.

Por HPLC se identificé y cuantificé los HPAs presen-
tes en los extractos orginicos de partfculas que se re-
cogieron en filtros de fibra de_vidrio, a través de los
cuales pasé alrededor de 2000 m” de aire.

La mayorfa de las muestras contiene Benzo(a)pireno,
benzoantraceno, benzo(b)fluoranteno, dibenzoantraceno,
benzo (k) fluoranteno y criseno. Todos los cuales son
potentes cancerfgenos. Las concentraciones de estos
compuestos varfa ampliamente en los distintos dfas.
Esto podrfa deberse a una serie de factores cambiantes
tales como: temperatura y humedad ambiental, precipita-
ciones, vientos, etc.

Estos resultados experimentales se discuten con res-
pecto a algunos de los par&metros mencionados.

Financiado por FONDECYT, Proyecto 0863.

REGULACION DEL GEN DE CADENA LIVIANK DE LA RIOSINA
CARDIACA DE POLLO POR BL ONCOGEN c-fos. (c-fos
Regulation of the chicken.cardiac myosin light chain
gene) ZA&rraga, A.M., Mascarefio, E.*, Martin, M.E.* y
slddl?ul, M.A.Q0.* Instituto de Bioquimica, Fac. de
Ciencias, Universidad Austral, valdivia. tAnatomy and
Cell Biology Department, SUNY-HSC, BROOKLYN, N.Y.,
USA.

La diferenclacién de las células musculares cardiacas
de pollo constituye un sistema muy ventajoso para el
estudio de induccién de genes embrionarios. En etapas
tempranas del desarrollo, 24 horas después del inicio
de la segmentacién del huevo, las células presuntivas
cardiacas ya estén progralaéas para diferenciarse a
mioblastos cardiacos, aén cuando fenotipicamente son
indistinguibles respecto al zresto de las células.
Hemos aislado y determinado la secuencia del gen de la
cadena liviana fosforilable de la miosina, MLC2. Su
promotor fue identificado por mapeo con nucleasa 81,
extensién de oligonucleotido con transcriptasa inversa
y ensayos de expresién transientes en cultivos
primarios y establecidos de células cardiacas.
Andlisis computacional de la secuencia nucleotidica de
la regién 5'-nocodificante indica la presencia de
elementos CAT y TATA y de secuencias conservadas que
son reconocidas por proteinas reguladoras de trans-
c:lgcibn tales como hsp 70, SP1l y AP-1 entre otras. El
proto-oncogen c-fos codifica para groteinas que forman
un complejo que regula transcripcién en promotores gque
contienen secuencias reconocidas por AP-1. Por tanto,
a objeto de determinar si la oncoproteina c-fos ejerce
alguna actividad reguladora sobre la expresién del gen
para MLC2, hemos hecho cotransfecciones de células
cardiacas en cultivo primario con los plasmidios que
expresan cloranfenicol acetil transferasa (CAT)
controlada por el promotor de MLC2, la proteina c-fos
controlada por su mismo promotor y luciferasa requlada
por el promotor de 8V40. La sobreproduccién de la
oncoproteina se determiné por ensayos de Western
revelados con anticuerpos monoclonales anti-c-fos
marcados con *2®I. Los resultados indican que el
producto de c-fos interactuarfa con la regién 5' del
gen MLC2 inhibiendo su actividad promotora y por tanto
bloqueando 1a produccién de CAT. Se iscute 1la
robable implicancia de oncogenes en procesos de
iferenciactén celular.

EVIDENCIAS A FAVOR DE AUSENCIA DE METILACION EN
EL DNA KINETOPLASTIDICO DE T. CRUZI. (Evidence
in favor of the absence of methylation of the
kinetoplast DNA in T. cruzi). Venegas, J., Mu-
fioz, S. y Solari, A. Depto. Biogquimica, Facul-
tad de Medicina, Universidad de Chile.

La metilacifn del DNA ha sido descrita en un
amplio rango de tipos celulares. Estudios an al
gunos sistemas nucleares eucarifticos, han evi-
denciado una clara correlacién entre metilacién
del DNA y regulacién de la expresibn génica.

Algunas investigaciones realizadas en proto-
zoos estrechamente relacionados a T. cruzi (T.
brucei y T. equiperdum)han reveladd la existen-
cla de metilacibn en regiones especfficas del
DNA cromosomal. Sin embargo, no se entrega in-
formacibn sobre lo que sucede con el DNA mito-
condrial o DNA kinetopolastfdico (kDNA) en estas
especies de parisitos.

Con el objeto de estudiar el estado de metila
cibn del kDNA de T. cruzi se procedif a anali-
zar 8 muestras de kDNA purificado de par&sitos
que cubren un gran espectro de poblaciones de
T. cruzi. Cada kDNA fu# sometido a digestion
con dos pares de enzimas de restriccibn o iso-
esquisomeros (reconocen la misma secuencia aun-
que una de ellas corta a pesar de estar presen-
te una base metilada). Para tal objeto se uso
los pares Mbo I-Sau 3a y el par MspI-HpaIl, que
permiten la deteccifn de metilacién en la base
adenina (secuencia GATC) y citocina (CCGG) res-
pectivamente.

El an&lisis de los kDNA mostr6 que no se
observaron diferencias entre los perfiles de
restriccidén de los kDNA obtenidos con cada par
de isoesquisomeros. Por lo tanto, estos resulta
dos sugieren fuertemente la ausencia de metila-
cibn en el DNA mitocondrial de T. cruzi.




SIMPOSIO INTERNACIONAL

INITIATION OF TRANSCRIPTION AT CLA3S II
PROMOTERS

Danny Reinberg. Department of Biochemistry,
University of Medicine and Dentistry of New
Jersey, Robert Wood Johnson Medical School.
Piscatavay, New Jersey.

The mechanisms operating to
regulate initiation of transcription are
complex. Two kind of elements, general (TATA
and initiator motifs) and variable,
constitute and requlate activity of a defined
promoter. Six different factors (TFIIA, -IIB,
-IID, IIE, -IIF and -IIG) in addition to RNA
polymerase II operate via the TATA and
initiator motifs. The roles that each of
these factors play during transcription will
be discussed.

Chairman: Dr. Arturo Yudelevich

CELLULAR TRANSCRIPTION FACTORS INTERACT WITH
IMMOBILIZED ADENOVIRUS E1A. Kathleen A. Maguire,
Xiao-Ping Shi, Martin Rosenberg, Jay Rappaport,
and Roberto Weinmann. The Wistar Institute,
Philadelphia, PA 19104-4268, USA.

The mechanism of adenovirus ElA-mediated trans-
activation of viral promoters is not yet under-
stood. One of the suggested models predicts
that the E1A protein interacts and somehow al-
ters cellular transcription factor activity
resulting in promoter activation. We have stud
ied the interaction between bacterially produced
E1A linked to Sepharose and various DNA binding
proteins present in Hela cell extracts. Nuclear
extract incubated with immobilized E1A was as-
sayed for transcriptional and DNA binding activ-
ity. RNA polymerase II-directed transcription
was reduced in the unbound fraction while RNA
polymerase III-directed transcription continued
unabated. DNA binding activities and cross-
reactive polypeptides corresponding to an acti-
vating transcription factor/cAMP-responsive el-
ement and an activator protein 1/Jdun transcrip-
tion factor were bound to the E1A column. In
contrast, NF1 and AP2 DNA binding activities
were not retained by E1A. Finally, in vitro
transiated Jun and retinoblastoma proteins
were shown to interact with the immobilized E1A
The results presented here demonstrate that im-
mobilized E1A sequesters cellular transcription
factors. The role of these interactions in the
mechanism of ElA-mediated trans-activation and
repression is discussed.






