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CONFERENCIA "PROFESOR OSVALDO CORI" 

"RNA EDITING" : UN NUEVO TIPO DE MODIFICACIÓN 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 los principios básicos de la biologia mole­
cular es que la secuencia del RNA refleja aquella del 
DNA del cual ha sido transcrito. El descubrimiento re­
ciente del"RNA editing" modifica algo este concepto. Se 
puede definir eT'RNA editing", de una manera amplia, co­
mo todo proceso que lleva a cambios en la secuencia nu-
cleotídica del RNA respecto al DNA que sirvió"como tem­
plado para su transcripción. Se ha descrito este fenòme­
no en mRNAs de kinetoplastos, en el caso de un mRNA de 
mamífero 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 tambie'n este proceso en mitocondri as de 
plantas. En el caso de varios genes mitocondriales de 
múltiples variedades vegetales se ha observado la apari­
ción de grupos uridinas en el RNA en lugar de la citidi-
na del DNA templado. 

La contribución de nuestro laboratorio reside en 
la demostración 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
ácidos deducidos de la secuencia genómica no se encon­
traban en la proteina. Cabe señalar que se trata de la 
primera secuencia de una proteina mitocondrial vegetal. 
El cambio de un aminoácido por otro podria explicarse 
por un cambio C—«> U. Tanto la presencia de 8 casos 
de editing en este gen,determi nados por secuencia del 
cDNA, como "la determinación de la estructura primaria 
de esta proteina permitió mostrar la aparición de un 
triplete "stop" seis amino ácidos antes de lo propuesto 
por la secuencia del gen. La posible función y el meca­
nismo de este proceso serán discutidos. 



CONFERENCIA SOCIEDAD DE BIOLOGÍA CELULAR 

En honor del profesor Norbel Galanti 

FACTORES MOLECULARES INVOLUCRADOS EN LA INCORPORACIÓN CE_ 
LULAR DE HIERRO.(Molecular Factors Involved in Cell Iron 
Uptake). Núñez, M.T., Dept. Biología, Facultad de Cien -
cias, Universidad de Chile. 

El hierro es un elemento traza esencial que participa 
en procesos de unión y transporte de oxígeno y en una gran 
variedad de reacciones enzimáticas involucradas fundamen­
talmente, aunque no únicamente, en procesos de óxido- re_ 
ducción. En soluciones acuosas el hierro tiene dos esta­
dos de oxidación estables: F e ( H 2 0 ) 6

2 + y Fe(H 20) 3

3 +.En con_ 
diciones fisiológicas estos compuestos octaédricos hidro-
lizan y polimerizan rápidamente: a pH 7,0, la solubilidad 
máxima del F e ( H 2 0 ) 6

3 + es de 1 0 " 1 7 moles/L. Lo anterior 
genera un problema de disponibilidad del hierro para prp_ 
cesos biológicos. 

En mamíferos y otros vertebrados el hierro, en estado 
de oxidación 3+, es transportado desde lugares de absor­
ción y almacenamiento a lugares de utilización por la pro_ 
teína plasmática transferrina. La unión de F e 3 + a trans-
ferrina ( K a S Q C < = io

2 -3 M" 1) es termodinámicamente reversa 
ble, siendo la reacción de unión cinéticamente favorable. 
La disociación de hierro de transferrina es sin embargo 
lenta, por lo que han evolucionado mecanismos celulares 
específicos para disociar el metal de la proteína 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 vesícula endocíM 
ca la afinidad de F e 3 + por transferrina es drásticamente 
reducida por la acidificación del interior de la vesícula 
mediada por una H +-ATPasa sensible a N-etilmaleimida. Es­
te Fe 3 +,"labilizado" es entonces reducido a F e 2 + y poste­
riormente transportado hacia el citoplasma. 

En esta conferencia se discutirán los eventos molecula­
res involucrados en la incorporación celular de hierro me 
di ante el proceso de endocitosis mediada por receptor. 



SIMPOSIO INTERNACIONAL FUNDACIÓN ANDES Y FUNDACIÓN CHILENA DE 
BIOLOGÍA CELULAR. 

Gene expression: Transcription factors and growth control. 
En memoria del profesor Luciano Chiang. 

Chairman: Dr. Arturo Yudelevich 

I N T E R A C T I O N OF A D E N O V I R U S E1A AND TRANSCRIPTION 
FACTOR T F I I D . A r n o l d J . B e r k , M o l e c u l a r 
B i o l o g y I n s t i t u t e , U C L A , L o s A n g e l e s , CA 
9 0 0 2 4 - 1 5 7 0 , U S A . 

S e v e r a l o b s e r v a t i o n s l e d us t o h y p o t h e s i z e 
t h a t t h e l a r g e E1A p r o t e i n o f a d e n o v i r u s s t i m ­
u l a t e s t r a n s c r i p t i o n f r o m e a r l y a d e n o v i r u s p r £ 
m o t e r s by i n c r e a s i n g t h e a c t i v i t y o f t h e general 
h o s t c e l l t r a n s c r i p t i o n f a c t o r w h i c h b i n d s t o 
T A T A - b o x e s , T F I I D . M u t a t i o n o f t h e E l B p r o m o t ­
e r T A T A - b o x g r e a t l y d i m i n i s h e s i t s a c t i v a t i o n 
by E1A f l ) . S u b s t i t u t i o n o f t h e E4 TATA - b o x 
f o r t h e E1B T A T A - b o x g r e a t l y d i m i n i s h e s E1A a c ­
t i v a t i o n o f t h e h y b r i d p r o m o t e r ( 2 ) . T F I I D 
a c t i v i t y i n a p r o t e i n f r a c t i o n p r e p a r e d by phos-
p h o c e l l u l o s e c h r o m a t o g r a p h y i s i n c r e a s e d when 
i t i s p r e p a r e d f r o m Ad2 o r Ad5 i n f e c t e d H e L a 
c e l l s , b u t n o t f r o m c e l l s i n f e c t e d w i t h v i r u s e s 
m u t a n t i n t h e l a r g e E1A p r o t e i n ( 3 ) . To t e s t 
t h i s m o d e l d i r e c t l y , we c l o n e d a cDNA e n c o d i n g 
human T F I I D ( 4 ) , a l l o w i n g us t o r a i s e s p e c i f i c 
a n t i s e r u m t o human T F I I D p r o t e i n . R e s u l t s o f 
e x p e r i m e n t s t o t e s t d i r e c t and i n d i r e c t i n t e r ­
a c t i o n s o f E1A p r o t e i n and T F I I D w i l l be p r e s ­
e n t e d . 

1 . Wu e t a l . ( 1 9 8 7 ) N a t u r e 3 2 6 , 5 1 2 - 5 1 5 . 
2 . P e i and B e r k ( 1 9 8 9 ) J . V i r u l . 6 3 , 3 4 9 9 - 3 5 0 6 
3 . L e o n g e t a l . ( 1 9 8 8 ) Mol . C e l l . ~ B ~ i o l . 8 , 

1 7 6 5 - 1 7 7 4 . 
4 . Kao e t a l . ( 1 9 9 0 ) S c i e n c e 2 4 8 , 1 6 4 6 - 1 6 5 0 

Fos and Jan; Inducible Prota-Oncoqen Transcription Factors. Tom 
Curran. Department:or flolecularontology i V i r o l o g y , Roche 
Institute of Molecular Biology, Roche Research Center, Nutley, NJ 
07110 USA. 

The proto-oncogenes c - f o ; and c-jta are Meters of the 
class known as cellular immediate-early genes. Although expressed 
at re la t ive ly low basal level in east cel l types, they are induced 
rapidly and transiently by a variety of extracellular stimuli 
including eitogenic growth factors, differentiation provoking 
agents, neurotransmitters and specifc ion fluxes. Recent studies 
demonstrated that the proteins encoded by z-fos and c- ja» (Fos and 
Jun, respectively) are coaponents of transcription factor AP-1. 
Indeed, Fos and Jun fore a diaeric coeplex that binds to the AP-1 
recognition motif and stimulates transcription i » vivo and i» 
vitro. In a general sense, these inducible protein have been 
proposed to function in signal transduction processes by regulating 
expression of specif ic target genes. However, given the eany and 
varied situations in which Fos and Jun are induced i t i s l ike ly 
that different target genes are regulated in each cel l type. The 
situation i s made sore coeplex by the fact that both i-fos and 
c-jta are •eaters of gene faa i l i es and several Fos and Jun-related 
proteins are co-induced. Furthermore, we recently showed that Jun 
can form heterodimers with the CRE binding protein CREBP-1 that 
bind to CRE s i t e s . Thus, multiple protein complexes with similar 
DNA-binding spec i f i c i t i e s can be generated. Me have carried out a 
detailed structure-function analysis of Fos and Jun. These studies 
indicate that dimerization i s mediated primarily by the leucine 
zipper motif which i s l ike a coi led-coi l structure. DNA binding i s 
mediated primarily by regions of each protein rich in basic 
aeinoacids that comprise a bipart i te DNA-binding domain. Analysis 
of proteins purified from E.coli has uncovered a novel mechanism 
that regulates Fos-Jun DNA-binding ac t iv i ty . This involves 
reduction of a conserved cysteine residue present in the DNA-
binding domain. /0 vitro transcription studies have identified an 
acidic activator region in Fos and a pro-glu activator region in 
Jun that function synergist ically in transcriptional activation. 
Fos and Jun also have regions that act negatively it vitro. These 
studies wi l l be presented in the context of a general model for the 
function of cellular immediate-early transcription factors in 
signal transduction processes. 
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TALLER REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN GENICA 

Coordinador: Dr. Aldo Solari 

E l n á c l e o d e l e s p e r m a t o z o i d e t i e n e s n R N P 
( T h e s p e r m n u c l e i h a s s n R N P ) 
C o n c h a . I . . B r l t o . M . . P e s s o t . C . U r z á a . U . . 
Z A r r a a a . A . M . y B u r z l o . L . O . I n s t i t u t o d e 
B i o q u í m i c a , U n i v e r s i d a d A u s t r a l d e C h i l e . 

E s t u d i o s r e c i e n t e s d e n u e s t r o g r u p o 
h a n d e m o s t r a d o l a p r e s e n c i a d e R N A e n e l 
e s p e r m a t o z o i d e d e r a t a y h u m a n o . E l 
a n á l i s i s e l e c t r o f o r é t i c o d e l RNA e x t r a í d o 
m o s t r ó b a n d a s c o n i d é n t i c a m o v i l i d a d q u e 
l o s R N A s U l , U 2 , U4 , US y U6 d e c é l u l a s 
H e L a . E l R N A t o t a l d e c a b e z a s d e 
e s p e r m a t o z o i d e s s e p a r a d o p o r e l e c t r o f o r e -
s i s y t r a n s f e r i d o a m e m b r a n a s d e N y l o n s e 
h í b r i d o a s o n d a s o l i g o n u c l e o t i d i c a s 
c o m p l e m e n t a r i a s a l o s R N A s U 1 , U 2 y U 4 . 
E l a n á l i s i s a u t o r a d i o g r á f r i c o r e v e l ó q u e 
l a s b a n d a s h l b r l d a d a s c o r r e s p o n d e n a l o s 
U - R N A d e c é l u l a s H e L a . C o n s e c u e n t e c o n 
e s t o , s e e n c o n t r ó q u e e n t r e l a s p r o ­
t e í n a s d e l e s p e r m a t o z o i d e d e r a t a e x i s t e n 
p r o t e í n a s i n m u n o r r e a c t i v a s a l s u e r o a n t i -
Sm . E s t a s p r o t e í n a s m u e s t r a n p e s o s 
m o l e c u l a r e s s e m e j a n t e s p e r o n o i g u a l e s a 
l o s p o l l p é p t i d o s d e s n R N P d e c é l u l a s 
H e L a . I n m u n o c i t o q u l m i c a p a r a M . E . c o n 
s u e r o a n t i - S m d e m o s t r ó q u e s ó l o e l n á c l e o 
d e l e s p e r m a t o z o i d e e s l n m u n o r r e a c t i v o . 

L a p r e s e n c i a d e s n R N P e n e l n á c l e o 
d e l e s p e r m a t o z o i d e « s d i f í c i l d e 
c o n c i l i a r c o n l a f u n c i ó n p r o p u e s t a p a r a 
e s t e g r u p o d e s n R N P e n e l p r o c e s a m i e n t o 
d e p r e - m R N A . S i e n d o e l . e s p e r m a t o z o i d e 
t r a n s c r i p c i o n a l m e n t e i n a c t i v o , s e s u ­
g e r i r l a q u e e s t o s s n R H P s o n p o r t a d o s 
p o r e l e s p e r m a t o z o i d e a l h u e v o y q u e 
j u g a r í a n un r o l a c t i v o e n e l 
p r o c e s a m i e n t o d e R N A d e s p u é s d e f e r ­
t i l i z a c i ó n . ( D I D - U A C H , P o n d e c y t 0 0 6 3 - 9 0 y 
S t i f t u n g V o l k s v a g e n v e r k ) . . 

MECANISMO DE ACCIÓN DE LA TRANSCRIPTASA REVERSA DE HIV-1 
: INTERACCIÓN CON EL tRNA PARTIDOR.(Studies on HIV-1 
r e v e r s e t r a n s c r i p t a s e : i n t e r a c t i o n s with the s p e c i f i c 
primer t R N A ) . L i t v a k . S . , T a r r a g ó - L i t v a k . L . , C o t t i n . L . , 
B o r d i e r . B . , A n d r é o l a , M - L . , y Tharaud .D . L a b o r a t o r i o de 
l a R e p l i c a c i ó n de R e t r o v i r u s . IBCN-CNRS. B u r d e o s . F r a n c i a . 

La DNA pol imerasa-RNA dependiente ( r e v e r s e t r a n s ­
c r i p t a s e , R T ) del v i r u s de l a inmunodef ic iencia humana 
( H I V - 1 ) , agente causal del SIDA.es una enzima c r u c i a l en 
l a p r o l i f e r a c i ó n del v i r u s y como t a l un b lanco p r i v i l e ­
g iado en l a búsqueda de i n h i b i d o r e s de e s t e f l a g e l o . Co­
mo todas l a s DNA pol imerasas neces i ta un p a r t i d o r que en 
e s t e caso es el t R N A L y de l a c é l u l a huésped. No s S l o l a 
RT de HIV es capaz de i n i c i a r l a s í n t e s i s de cDNA a p a r ­
t i r del tRNA p a r t i d o r s ino que g r a c i a s a su a f i n i d a d por 
e s te tRNA probablemente p a r t i c i p a en l a s e l e c c i ó n de e s ­
te p a r t i d o r y en su h i b r i d a c i ó n al genoma v i r a l . 

En una primera e tapa demostramos l a formación de 
un complejo e n t r e e l tRNALys animal y l a RT de HIV r e -
combinante producida en l evaduras (en c o l a b o r a c i ó n con 
P . J . B a r r . C h i r o n Co.USA) u t i l i z a n d o d i v e r s a s t é c n i c a s . L a 
formación del complejo RT-tRNA se t raduce en un cambio 
e s t r u c t u r a l importante de l a enzima el cual f u é - s e g u i d o 
por e s p e c t r o f l u o r o m e t r i a y por p r o t e o l i s i s con quimo-
t r i p s i n a . Al t r a t a r de r e c o n s t i t u i r un s istema de t r a n s ­
c r i p c i ó n i n v e r s a in v i t r o u t i l i z a n d o l a RT de HIV, un 
fragmento del RNA de HIV que cont iene el s i t i o de unión 
del p a r t i d o r y e l tRNA L y s , observamos que e s te u l t imo era 
un i n h i b i d o r muy f u e r t e de l a RT de HIV cuando es ta se 
encontraba en su forma heterodimér ica ( p 6 6 / p 5 1 ) . En 
cambio l a enzima homodimérica [ ( p 6 6 > 2 ] , p r o d u c i d a en una 
cepa de l evadura d e f i c i e n t e en p r o t e a s a s . e s fuertemente 
es t imulada por e l t R N A L y s . Las e v i d e n c i a s exper imenta les 
que muestran l a importancia de l a r e g i ó n del anticodón 
en e s t e e f e c t o serSn mostradas . Nuestra h i p ó t e s i s actual 
es que l a forma homodimérica p r e c u r s o r a de l a RT p a r t i ­
c ipa en l a s e l e c c i ó n y l a h i b r i d a c i ó n del p a r t i d o r y que 
l a forma heterodimér ica s ó l o actúa en l a e longac ión de 
l a cadena de DNA. 

http://SIDA.es
http://proteasas.es


R358 RESÚMENES 

Funcional idad de los promotores de genes de rRNA de 
T h i o b a c i l l u s f e r r q q x i dans ( F u n c t i o n a l i t y of rRNA gene 
promoters from X=_ f e r r o o x i d a n s ) . Orel 1 ana . 0 . , 
S a l a z a r , 0 . , Takamiya, M . , V a r g a s , D. y Ca'diz, R. 
Departamento de Bioquímica , Facul tad de f l ed ic ina , 
Univers idad de C h i l e . 

En t r a b a j o s prev ios de nuestro l a b o r a t o r i o se iden­
t i f i c a r o n dos operones de genes de rRNA ( r r n T j y r r n T j ) 
en l a b a c t e r i a ac ido ' f i l a T. f e r r o o x i d a n s . A p a r t i r 
de una genoteca geno'mica de T. f e r r o o x i d a n s se i d e n t i ­
fico" un plásmido recombinante (pTR-1) que contenía el 
extremo S>' terminal del operon r r n T j . 

Con el o b j e t o de e s t u d i a r l a p o s i b l e presencia de l o s 
promotores de l a transcr ipc io 'n de r r n T j en el pla'smido 
pTR-1 , se subclond" en pBR322 un segmento de 2 kb que 
contenía el segmento adyacente al gen del rRNÍ 16S, 
genera'ndose el pla'smido p \ E B - l . Mediante un ensayo 
funcional para promotores , basado en l a expresio'n en 
E ^ c o l i de l a enzima e loramfenico l a c e t i l t r a n s f e r a s a , 
se i d e n t i f i c a r o n dos subfragmentos presentes en 
pAEB-1, que eran a c t i v o s como promotores . A trave's de 
l a secuenciacio'n del DNA clonado en pAEB-1, se con­
firmo" l a presenc ia del extremo 5' del gen del rRNA 16S 
y se l o c a l i z a r o n v a r i a s secuencias promotoras de l a 
t r a n s c r i p c i ó n . Se encuentran en d e s a r r o l l o experimen­
tos o r i e n t a d o s a determinar l a f u n c i o n a l i d a d in v ivo 
en T. f e r r o o x i d a n s de l o s promotores i d e n t i f i c a d o s . 

F inanc iado por PNUD, FONDECYT y Univers idad de C h i l e . 

CARACTERIZACIÓN DE PROMOTORES DE TRANSCRIPCIÓN DEL GENE-
RO T h i o b a c i l l úa Y SU UTILIZACIÓN EN ESTUDIOS DE TRANS­
FERENCIA GENÉTICA. ( C h a r a c t a r i z a t i o n o f t r a r e c r i p t i o n 
p r o m o t e r s -From T h i o b a c i l l m i g a r u s and i t a u s e i n g s n s t l c 
t r a ru r f e r s t u d i s s ) . 8 a n c h e z . H . . M e t z . C . y V e n e n a s . A . 
L a b o r a t o r i o d e B i o q u í m i c a , F a c u l t a d d e C i e n c i a s B i o l ó g i ­
c a s , P . U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a da C h i l e . 

L a b a c t e r i a a c i d o f í l i c a q u i m i o l i t o t r ó f i c a , T h i o b a c l -
1 l ú e f e r r o o x i d a n s e e c o n s i d e r a d a como e l m i c r o o r g a n i s m o 
más i m p o r t a n t e e n e l p r o c e n o de b i o l i x i v l a c i d n da c o b r e 
y u r a n i o . Cono e l T . f e r r o o x i d a n s e s un m i c r o o r g a n i s m o 
q u i m i o l i t o t r ó f i c o o b l i g a d o , , su m a n i p u l a c i ó n g e n é t i c a e s 
muy d i f í c i l . Has t a e l momento t o d o s l o s e s f u e r z o s r e a l i ­
z a d o s han s i d o i n f r u c t u o s o » . Es p o r e s t a r a z ó n que d e ­
c i d i m o s e n f r e n t a r e l p rob lema p o r e t a p a s . En p r i m e r 
l u g a r nos ded i camos a e s t u d i a r l a p o s i b i l i d a d de m a n i ­
p u l a r e s p e c i e s r e l a c i o n a d a » c o n T. fm i auxídana q u e com­
p a r t a n su h a b i t a t , t a l e s como T h i o b a c i l l u s i n t e r m e d i u s y 
T . a c i d o p h i l u s . y q u e p o r s e r h e t e r ó t r o f o s , p e r m i t e n s e r 
c u l t i v a d o s e n m e d i o s donde e x p s r i mentas da t r a n s f e r e n c i a 
d s m a t e r i a l g e n é t i c o pueden e e r d s s a r r o l l a d e e c o n mayor 
f a c i l i d a d . 

P a r a l a m a n i p u l a c i ó n g e n é t i c a e s n e c e s a r i o d i s p o n e r da 
v e c t o r e s a d e c u a d o s . E s t o B daban c o n t e n e r un o r i g e n da 
r e p l i c a d ó n y m a r c a d o r e s « e n é t i c o s q u e s e a n e x p r e s a d o s 
e n l a c é l u l a r e c e p t o r a . P a r a que o e t o a ú l t i m o s asan 
r e c o n o c i d o s por l a maqu ina r i a b i a s i n t é t i c a , a e r e q u i e r e 
q u e p o s e e n p r o m o t o r e s d e t r a n s c r i p c i ó n f u n c i o n a l e s . Es 
p o r e s t o q u e e l o b j e t i v o p r i n c i p a l da e e t e t r a b a j o ha 
s i d o e l a i s l a m i e n t o y c a r a c t e r i z a c i ó n d e p r o m o t o r e s da 
T . a c i d o p h i l u s y T . f e r i - o p x i t o e n s . Hamoa l o g r a d o o b t e n e r 
c u a t r o p r o m o t o r e s da T . f e r r o o x i d a n s y c u a t r o d e T . a c i d p -
o h i l u s . l o s c u a l e s han s i d o secuenciadoB. 

Con e l f i n da d e t e r m i n a r l a c a p a c i d a d da s e r e x p r e s a ­
d o s e n d i s t i n t o s s i s t e m a s p r o c a r i ó t i c o s , e s t o s p r o m o t o ­
r e s han s i d o t r a n s f e r i d o s a o t r a s e s p e c i e s b a c t e r i a n a s . 
P a r a e l l o p r imeramen te f u e r o n e u b c l o n a d o s e n un p l á s m i d o 
d e a m p l i o r a n g o da h o s p e d e r o . Uno da e l l o e ha s i d o 
t r a n s f e r i d o a T . i n t e r m e d i u s y da é s t e a P s . c u t i d a , 
s i e n d o c a p a z da c o n f e r i r r e s i s t e n c i a a e s t r e p t o m i c i n a a 
l a b a c t e r i a r e c e p t o r a ( P s . n u t i d a ) . 
F i n a n c i a d o p o r FNJD/ONUDI ( » 1 8 5 / 0 0 2 y C H I 8 B / 0 0 3 . 

P O L I P E P T I D O S E S T R U C T U R A L E S DE R O T A V I R U S 
A S O C I A D O S A L A S Í N T E S I S DE R N A . ( S t r u c t u r a 1 
p o l y p e p t i d . e s i n v o l v e d o n r o t a v i r u s RNA s y n t h e -
s i s ) . S p e n c e r E . U n i d a d d e V i r o l o g í a , ¡ N T A . 
U n i v e r s i d a d d e C h i l e . 

R o t a v i r u s u n m i e m b r o d e l a f a m i l i a R e o i ^ i r i -
d a e f o r m a d o p o r a l m e n o s s e i s p o l i p é p t i d o s 
o r g a n i z a d o s e n u n a d o b l e c u b i e r t a q u e r o d e a a 
un c o r e c e n t r a l , e l c u a l c o n t i e n e l o s o n c e 
s e g m e n t o s d e RNA d e d o b l e h e b r a q u e c o r e s p o n -
d e n a l g e n ó m i o v i r a l . E l v i r u s t r a n s c r i b e 
t a n t o " i n v i v o " como " i n v i t r o " l o s o n c e g e n e s 
e n mRNA ú n i c o s q u e c o n t i e n e n u n c a p e n e l 
e x t r e m o 5 ' t e r m i n a l . S e h a n i d e n t i f i c a d o a l 
m e n o s c u a t r o a c t i v i d a d e s e n z i m á t i c a 3 r e q u e r i ­
d a s p a r a l a s í n t e s i s d e l mRNA, s i n e m b a r g o 
r e s u l t a muy d i f í c i l a s o c i a r d i c h a s a c t i v i d a d e s 
c o n l o s p o l i p é p t i d o s e s t r u c t u r a l e s . P o r m e d i o 
d e l a m o d i f i c a c i ó n d e l a e s t r u c t u r a v i r a l c o n 
a g e n t e s c a o t r ó p i c o s h e m o s d e m o s t r a d o q u e l a 
p r o t e i n a V p 6 , q u e c o m p o n e l a c u b i e r t a i n t e r n a 
e s r e q u e r i d a e n l a t r a n s c r i p c i ó n y e l u s o d e 
a n t i c u e r p o s m o n o c l o n a l e s h a p e r m i t i d o i d e n t i f ­
i c a r l a s z o n a s d e VP6 r e l a c i o n a d a s c o n s u 
f u n c i ó n . A d e m á s , e l u s o d e n u c l e ó t i d o s y d e 
s u s a n á l o g o s h a p e r m i t i d o i d e n t i f i c a r a l a 
p r o t e i n a V P 3 d e l c o r e , como u n p o l i p é p t i d o q u e 
p o s e e a c t i v i d a d d e A T P a s a y g u a n í 1 i 1 t r a n s f e r a ­
s a . L a f o r m a c i ó n d e i n t e r m e d i a r i o s c o v a l e n t e s 
e n t r e l a e n z i m a y l o s n u c l e ó t i d o s m a r c a d o s h a 
s i d o e l m é t o d o más a d e c u a d o p a r a a s o c i a r 
a c t i v i d a d e s a l o s p o l i p é p t i d o s v i r a l e s , y a q u e 
a l i n t e n t a r p u r i f i c a r c a d a c o m p o n e n t e s e 
p i e r d e n l a s a c t i v i d a d e s , l o q u e s u g i e r e q u e l a 
i n t e g r i d a d d e l a p a r t í c u l a e s n e c e s a r i a p a r a 
l a t r a n s c r i p c i ó n d e l g e n ó m i o v i r a l . S e d i s c u ­
t e n o t r a s p o s i b l e s e s t r a t e g i a s p a r a i d e n t i f i ­
c a r f u n c i o n a l m e n t e o t r o s p o l i p é p t i d o s e s t r u c ­
t u r a l e s . 

F i n a n c i a d o p o r P r o y e c t o F o n d e c y t # 1 0 1 7 - 8 9 

S I S T E M A DE M O D I F I C A C I Ó N - R E S T R I C C I Ó N DE 
B a c i l l u s s t e a r o t h e r m o p h i l u s V . C L O N A M I E N T O Y 
E X P R E S I Ó N EN E s c h e r i c h i a c o l i . V á s o u e z . C . 
L a b o r a t o r i o d e B i o l o g í a M o l e c u l a r , D e p a r t a ­
m e n t o d e C i e n c i a s B i o l ó g i c a s , U n i v e r s i d a d d e 
T a l c a . 

E s t u d i o s r e a l i z a d o s c o n B . s t e a r o t h e r m o ­
p h i l u s V . • han d e m o s t r a d o l a p r e s e n c i a e n 
e s t a s c é l u l a s d e un s i s t e m a d e m o d i f i c a c i ó n -
r e s t r i c c i ó n . L a s í n t e s i s d e l a s e n z i m a s q u e 
l o c o m p o n e n : l a e n d o n u c l e a s a d e r e s t r i c c i ó n 
( B s t V I ) y l a DNA m e t i l a s a (m B s t V I ) , e s t á n 
s o m e t i d a s a p a t r o n e s d e m o d u l a c i ó n 
d i f e r e n t e s . M i e n t r a s B s t V I e s e x p r e s a d a e n 
f o r m a c o n s t i t u t i v a d u r a n t e e l c i c l o d e 
c r e c i m i e n t o b a c t e r i a n o , m B s t V I , l o e s s ó l o 
e n un e s t a d i o muy d e f i n i d o d e l a f a s e 
t e m p r a n a d e c r e c i m i e n t o e x p o n e n c i a l . 

P a r a a b o r d a r e l e s t u d i o d e l o s m e c a n i s ­
m o s r e g u l a t o r i o s r e s p o n s a b l e s d e e s t a 
e x p r e s i ó n g é n i c a d i f e r e n c i a l , l o s g e n e s q u e 
c o d i f i c a n p a r a a m b a s e n z i m a s h a n s i d o 
c l o n a d o s e n E . c o l i . S e han i d e n t i f i c a d o 
v a r i o s c l o n e s r e c o m b i n a n t e s e n l o s q u e s e ha 
d e t e c t a d o l a a c t i v i d a d c o r r e s p o n d i e n t e t a n t o 
a B s t V I c o m o a i » B s t V I . L a e x p r e s i ó n d e 
a m b o s g e n e s s e r e a l i z a a p a r t i r d e s u s 
r e s p e c t i v o s p r o m o t o r e s t e r m o f i l i c o s , l o s q u e 
s o n e f i c i e n t e m e n t e r e c o n o c i d o s p o r l a RNA 
p o l i m e r a s a d e E . c o l i . E s t a e x p r e s i ó n e s 
a l t a m e n t e d e p e n d i e n t e d e l a c e p a d e E . c o l i 
u t i l i z a d a c o m o r e c e p t o r a e n l o s e x p e r i m e n t o s 
d e t r a n s f o r m a c i ó n . L a c a r a c t e r i z a c i ó n 
e s t r u c t u r a l d e e s t o s g e n e s y e x p e r i m e n t o s d e 
t r a n s c r i p c i ó n i n v i t r o . a p o r t a r a n v a l i o s a 
i n f o r m a c i ó n p a r a l a d i l u c i d a c i ó n d e l o s 
m e c a n i s m o s e x p r e s i ó n g é n i c a I n v o l u c r a d o s . 

F i n a n c i a d o p o r F o n d e c y t B 8 3 - B 9 . 

http://polypeptid.es


TALLER LA INMUNOLOGÍA APLICADA EN BIOLOGÍA CELULAR 
Y EN BIOQUÍMICA 

APLICACIÓN DE ALGUNAS TÉCNICAS lMiUNOLOGICAS BÁSICAS 
EN ESTUDIOS BIOQUÍMICOS Y MICROBIOLOG1COS. ( T h e use 
o f s o n é b a s i c i m m u n o l o g i c a l t e c h n i q u e s i n 
b i o c h e r a i c a l and m i c r o b i o l o g i c a l s t u d í e s ) . A r r e d o n d o . 
R . A l v a r e z . S . . A m a r o . A . M . . R o l a s . J . . Pe i r a n o . I . 
y J e r e z . C . A . D e p a r t a m e n t o de B i o q u í m i c a , F a c u l t a d 
de M e d i c i n a , U n i v e r s i d a d de C h i l e . 

Se m o s t r a r a n r e s u l t a d o s de l a a p l i c a c i ó n de 
a n t i c u e r p o s p o l ¡ c l ó n a l e s p e p a r a d o s en e l l a b o r a t o r i o 
y / u o b t e n i d o s c o m e r c t a l m e n t e en 1 ) l a d i f e r e n c i a c i ó n 
de c e p a s de b a c t e r i a s , 2 ) l a cuant i f i c a c i o n 
e s p e c i f i c a , r á p i d a y s e n s i b l e de m i c r o o r g a n i s m o s , 3 ) 
i d e n t i f i c a c i ó n y c u a n t i f i c a c i ó n de p r o t e í n a s 
e s p e c í f i c a s en d i s t i n t a s c é l u l a s y su p o s i b l e 
u b i c a c i ó n c e l u l a r y 4> d e t e c c i ó n de f r a g m e n t o s de 
DNA t r a n s f e r i d o s a n i t r o c e l u l o s a m e d i a n t e l a t é c n i c a 
de S o u t h e r n . 

Empleamos l a i n m u n o p r e c i p i t a c i ó n l i q u i d a de l o s 
a n t i g e n o s r a d i a c t i v o s y su a n á l i s i s p o r 
e l e c t r o f o r e s i s en g e l e s de p o l i a c r i 1 amida . También 
se e m p l e a r o n l a t é c n i c a de DIMA (do t - immuno a s s a y ) y 
l a de ' U e s t e r n b l o t t ' con d o s a n t i c u e r p o s , e l 
s e g u n d o m a r c a d o c o n 1 2 5 I p a r a su r e v e l a d o 
a u t o r r a d i o g r á f i c o o con a n t i c u e r p o s c o n j u g a d o s a 
e n z i m a s p a r a l a d e t e c c i ó n por c o l o r . En e l c a s o de 
l a t é c n i c a de S o u t h e r n , se e m p l e ó una p r e p a r a c i ó n 
c o m e r c i a l de a n t i c u e r p o c o n t r a d i g o x i g e n i n i 
c o n j u g a d o a f o s f a t a s a a l c a l i n a . 

F i n a n c i a d o p o r P r o y e c t o s FONDECYT 8 8 - 0 0 7 4 , 
PNUD/UNESCO C H I / 88-003 y U n i v e r s i d a d de C h i l e . 

Coordinadora: Dra. Myriam Santos 

O C T A D E C I L S I L I C A : F A S E S O L I D A P A R A E N S A Y O S 
I N M U N O R A D I O M E T R I C O S E I N M U N O P U R I F I C A C I O N DE 
P R O T E Í N A S ( S i l i c a o c t a d e c y l : a s o l i d p h a s e f o r 
i m m u n o r a d i o m e t r i c a s s a y s a n d p r o t e i n i m m u n o p u -
r i f i c a t i o n ) F e r r é i r a . A . • A g u i 1 l ó n . J . C • . L a v a n ­
d e r a . S . y C h i o n a . M . D e p t o . M e d i e . P r e v e n t i v a 
A n i m a l . F a c . C s . V e t e r i n a r i a s y P e e . D e p t o . B i o ­
q u í m i c a y B i o l o g í a H o l e c . F a c . C s . Q u í m i c a s y 
F a r m a c . U . d e C h i l e . 

S e p r o p o n e e l u s o d e o c t a d e c i l s i l i c a ( S i C 1 8 ) . 
como f a s e s ó l i d a a l t e r n a t i v a p a r a e n s a y o s i n -
m u n o r a d i o m é t r i c o s ( I R M A ) y p a r a p u r i f i c a c i ó n 
d e p r o t e í n a s p o r i n m u n o a f i n i d a d . S Í C 1 8 y 
c l o r u r o d e p o l i v i n i l o ( P V C ) f u e r o n c o m p a r a d a s 
e n s u e f i c i e n c i a p a r a d e t e c t a r u n a p r o t e i n a 
s é r i c a m u r i n a ( S l p ) e n u n I R M A . S i C 1 8 , e s t a n 
s e n s i b l e como P V C , y a q u e S l p f u e d e t e c t a d a e n 
d i l u c i o n e s p l a s m á t i c a s d e 1 / 1 2 8 0 0 0 y 1 / 6 4 0 0 0 
r e s p e c t i v a m e n t e . 

En i n m u n o p u r i f i c a c i ó n , a n t i c u e r p o s ( A c s ) o 
a n t i g e n o s ( A g s ) f u e r o n u n i d o s p o r s i m p l e 
i n c u b a c i ó n a S Í C 1 8 . A s i . A c s r a d i o m a r c a d o s 
d i f í c i l m e n t e e l u y e n d e s d e l a S i C l B , e x c e p t o 
c o n d e t e r g e n t e s . D e s p u é s d e l a u n i ó n d e A c s o 
A g s . l o s s i t i o s d e u n i ó n l i b r e s r e m a n e n t e s 
f u e r o n b l o q u e a d o s c o n a l b ú m i n a s é r i c a b o v i n a , 
l a S Í C 1 8 s e i n c u b ó c o n p r e p a r a c i o n e s c r u d a s 
q u e c o n t e n í a n A g s o A c s . m o n t á n d o s e l u e g o u n a 
m i n i c o l u m n a c o n l a m a t r i z . A g s o A c s s e 
e l u y e r o n a pH á c i d o . A s i s e o b t u v o p r o t e í n a s 
d e a l t a p u r e z a , e n u n s ó l o p a s o , a ú n e s t a n d o 
p r e s e n t e s e n t r a z a s d e n t r o d e u n a m e z c l a 
p r o t e i c a c o m p l e j a . 

F i n a n c i a d o p o r : D T I M 2 9 0 1 - 8 8 1 3 , F O N D E C Y T 1 9 1 / 8 8 
U N D P / W O R L D B A N K / W H O 8 8 1 9 8 . S . L . y J . C . A . s o n 
b e c a d o s d e F U N D A C I Ó N ANDES y C O N I C Y T r e s p e c t i ­
v a m e n t e . 

LA INHUNmiSTOOlIHICA EN EL D I A B O 5 T I C 0 DE NEOPLA-
S1AS rUHMMS (Imunohistochemistry in the d i a g n o s i s o 
human neop lasms) . O r d e n e s . G . E . • R o s e n b e r g . D . . L e i v a . 
C. Dpto. de B i o l o g í a C e l u l a r y Genét i ca , Fac . de 
Medic ina , U n i v e r s i d a d de C h i l e y L a b o r a t o r i o de 
C i t o - h i s t o p a t o l o g í a Rosenberg. 

El d e s a r r o l l o de métodos inmunohistoquími-
cos de a l t a s e n s i b i l i d a d ha permi t ido su empleo de 
r u t i n a en e l a n á l i s i s de t e j i d o s n e o p l á s i c o s con 
f i n e s d i a g n ó s t i c o s . La p o s i b i l i d a d de determinar con 
e x a c t i t u d e l t i p o h i s t o l ó g i c o de una n e o p l a s i a t i e n e 
gran v a l o r en el p r o n ó s t i c o y t ra tamiento de l a e n ­
fermedad ya que el comportamiento b i o l ó g i c o de l o s 
tumores es d i s t i n t o según l a v a r i e d a d de c é l u l a s que 
l o c o n s t i t u y e . Las c é l u l a s t u n o r a l e s dependiendo de 
su d i f e r e n c i a c i ó n expresan , frecuentemente, p r o t e í ­
nas y o t r o s componentes a n t i g é n i c a a e n t e s i m i l a r e s a 
l o s que presentan sus aná logas normales o l o s t e j i ­
dos de l o s c u a l e s d e r i v a n . E l l o hace p a s i b l e d e t e r ­
minar el o r i g e n h i s t o g e n é t i c o de un tumor p r i m a r i o o 
metas tás ico mediante l a i d e n t i f i c a c i ó n inmunohis-
toquímica de sus marcadores e s p e c í f i c o s . E n l a a c t u a ­
l i d a d s e cuenta con numerosos a n t i c u e r p o s mono o 
p o l i c l o n a l e s e s p e c í f i c o s p a r a d i v e r s a s s u s t a n c i a s 
que s i r v e n como marcadores de c é l u l a s y t e j i d o s . 
Entre l o s marcadores u t i l i z a d o s destacan l o s 
f i lamentos in termedios , v a r i a s enzimas, ant ígenos de 
membrana, ant ígenos de grupos sanguíneos , hormonas, 
numerosas p r o t e í n a s c i t o p l a s m á t i c a s no enz imat icas , 
inmunoglobul inas y l o s l lamados ant ígenos o n c o f e t a -
l e s . Aunque l a e s p e c i f i c i d a d de l o s a n t i s u e r o s 
u t i l i z a d o s s u e l e ser muy a l t a , s e debe tener p r e ­
cauciones en su a p l i c a c i ó n al d i a g n ó s t i c o , ya que 
es p o s i b l e observar r e a c c i o n e s cruzadas , f a l s o s 
n e g a t i v o s , unión i n e s p e c í f i c a y o t r a s fuente s de 
e r r o r . La información obtenida por inmunohistoquími-
ca debe ser a n a l i z a d a en el contexto de l a s c a r a c t e ­
r í s t i c a s h i s t o p a t a l ó g i c a s y l a s mani fes tac iones 
c l í n i c a s de l a enfermedad n e o p l á s i c a . Proyecto 
Fondecyt 11Q3-90. 

MÉTODOS H I S T O Q U I M I C O S B A S A D O S E N L A U T I L I Z A ­
C I Ó N D E L E C T I N A S ¥ G L I C O S I D A S A S E S P E C I F I C A S , Y 
T É C N I C A S I N H U N O C I T O Q U I f f l C A S . C L e c t i n h i s t o c h e -
m i c a l m e t h o d s a n d i m n i i m n y l o c h e m i c a l t e c h n i ­
q u e s ) . 

R o d r i g u e * » . E . M . I n s t i t u t o d o H i s t o l o g í a y 
P a t o l o g í a , U n i v e r s i d a d A u s t r a l d a C h i l e , 
V a l d i v i a , C h i l e . 

S o p r e a e n t a r á y d i s c u t i r é « 1 p r o t o c o l o , 
a p l i c a c i o n e s , v e n t a j a s y d e s v e n t a j a s d o l o s 
s i g u i o n t o s m é t o d o s i i u a u n o c i t o q u í m i c o s 1 ) 
I n m u n o ? l u o r e s c e n c i a I 2 ) I n e a u n o p o r o x i d a s e ; 3 ) 
I n m u n o p o r o x i d a s a - M o t o n a m i n a d a P l a t a ; 4 ) P r o -
t a i n a A — o r o . 

S o d e s c r i b i r á n e a i t o d o s p a r a l a d a t a c c i ó n 
d a d o s o asas a n t í g e n o s e n u n a m i s m a c é l u l a . 

S a e x p o n d r á n c u a t r o M é t o d o s p a r a l a 
d a t a c c i ó n d a a z u c a r a s b a s a d o s a n a l u s o d a : 
1 ) l a c t i n a s m a r c a d a s c o n un r a s t r e a d o r ; 2 ) 
l a c t i n a s , a n t i c u e r p o s a n t i — l a c t i n a s , i n m u n o c i -
t o q u í m i c a ; 3 ) c o m p l e j o s l e c t i n a s - a n t i - l a c t i -
n a s ; 4 ) l a c t i n a s m a r c a d a s c o n p e r o x i d a s a — a n t i — 
p e r o x i d a t s a — i n m u n o c i t o q u í m i c a . S a e x p o n d r é 

a c e r c a d e l u s o c o m b i n a d o d e l a c t i n a s y e x o g l i -
c o s i d a s a s e s p e c í f i c a s p a r a : a ) l a i d e n t i f i c a ­
c i ó n d e l a z ú c a r ; b ) e l e s t a b l e c i m i e n t o d e l a 
s e c u e n c i a d e l o a r e s i d u o s d e a z ú c a r e s e n l a 
c a d e n a h i d r o c a r b o n a d a . 

F i n a l m e n t e s e c o m p a r a r é a l u s o d a l o s m é ­
t o d o s s a f l a l a d o s c o n s u a p l i c a c i ó n a g e l e s 
e l e c t r o t r a n s f e r i d o s a n i t r o c e l u l o s a . 

( G r a n t s : S - 8 9 - 0 1 D i r . I n v e s t . U . A . C h . ; 

8 8 - 0 8 9 0 F O N D E C Y T ) . 
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DETECCIÓN DE ANTICUERPOS POR RADIOINMUNO-
PRECIPITACION. APLICACIÓN EN EL DIAGNOSTICO DEL SIDA. 
(Ant ibody d e t e c t i o n by rad io immunoprec ip i ta t ion .AIDS 
d i a g n o s t i c ) . U r i b e . P. v E s p e j o . R. Unidad de 
v i r o l o g í a , Depto. de M i c r o b i o l o g í a y P a r a s i t o l o g í a , 
Facul tad de Medic ina . U n i v e r s i d a d de C h i l e . 

El d i a g n ó s t i c o de l a i n f e c c i ó n por e l v i r u s de l a 
inmunodef ic iencia humana se r e a l i z a normalmente por 
medio de l a detecc ión de ant i cuerpos s é r i c o s en l o s 
i n d i v i d u o s i n f e c t a d o s . Una de l a s formas más 
e s p e c i f i c a y s e n s i b l e de d e t e c t a r e s to s ant i cuerpos es 
midiendo l a capacidad de un suero para p r e c i p i t a r l a s 
d i f e r e n t e s p r o t e í n a s v i r a l e s previamente marcadas 
rad iac t ivamente y , pos ter iormente , i d e n t i f i c a n d o é s t a s 
por e l e c t r o f o r e s i s en g e l . Este ensayo se conoce como 
RIPA-SDS g e l - e l e c t r o f o r e s i s o simplemente RIPA y en 
e s t a presentac ión d i scut i remos los p r i n c i p a l e s 
aspectos de e s t a t é c n i c a , de acuerdo a l a e x p e r i e n c i a 
l o g r a d a y lo s r e s u l t a d o s o b t e n i d o s , después de cas i 
dos años de r e a l i z a r l a s i s temát icamente . El 
procedimiento c o n s i s t e , en e s e n c i a , en l a incubación 
del suero con ant igenos v i r a l e s marcados 
rad iac t ivamente in v ivo con 3 5 5 - c i s t e í n a ; l a 
p o s t e r i o r s e p a r a c i ó n de l o s ant ígenos r e a c c i o n a n t e s , 
p r e c i p i t a n d o los ant i cuerpos con p r o t e i n a A - s e f a r o s a ; 
y l a s e p a r a c i ó n e i d e n t i f i c a c i ó n de l o s ant ígenos por 
e l e c t r o f o r e s i s en g e l de acr i lamida-SDS y p o s t e r i o r 
a u t o r r a d i o g r a f i a . En e s t a forma es p o s i b l e d e t e c t a r 
lo s a n t i c u e r p o s d i r i g i d o s contra d i f e r e n t e s c l a s e s de 
p r o t e í n a s v i r a l e s y es t imar sus concentrac iones 
r e l a t i v a s . En e s t a presentac ión se d i s c u t i r á n en forma 
p a r t i c u l a r lo s aspectos más r e l e v a n t e s con respec to a 
e s p e c i f i c i d a d y s e n s i b i l i d a d de l a t é c n i c a , como 
p r e p a r a c i ó n del ant ígeno marcado y a c t i v i d a d 
e s p e c í f i c a , r eacc iones cruzadas y patrones de 
r e a c c i ó n . 

I 

TALLER RELACIONES ENTRE ESTRUCTURA MOLECULAR DE PROTEÍNAS, 
SU DESTINO Y FUNCIÓN CELULAR 

ASOCIttIM 1IFEKKIM. OE PMTEORICAKS K KFMM SULFATO a HEMMMS 
DEL APARATO K SOLOI V KIMAM PIASMTICA. (Differeatial associatioa of 
nt 1 ÍT«r tetina selfate proteoglycan in aeabrantt of tte Solgi apaaratts 
and tte platea m i r a r e ) . Ir andan Ej. lept. Biología Cclilar y Holecalar, 
Facultad do Ciencias Biológicas, F. Universidad Católica di Chile. 

Los proteoglicants (P6s) corresponden a eacroaolécalas coaptestat de aa 
eso/nieto protfico y cadenas de glicostainoglicanes salfatados (GAts) 
anidas de tañera coyalente. Estas eacroaolécalas panden ser incorporadas en 
ttabranas ctlalares o bien ser secretadas al tedio titraceltlar. La 
presencia de les PSt en cada coepartieento depender! de la asistencia de 
doainios estrtctaralet te? detertiaaa ta destino. Meaos estadía*) la 
asociacién de N t de beaariattlfato (POHS) coa eeebraass proeenieates da 
orgaaelot seaceUlaros tarificados dttde hígado da rata. 

los POHS pocen ser aoldcalas intrínsecas (tidrofibicat) o eitrínsecas de 
aeaerana (aidrofilicas). Se eacoatraroa las dos foraas de POHS ea la 
aeabrana plasaitica taato de hígado de rata coa» ta bepatocitot. Sin 
cabarga, solo la foraa hidrofabica se tacoatro ea al aparato de Solgi. Esta 
lltiaa se tait a calamos de Oitil-Sestarote,M asi la foraa bidrofilica. 
Elista etideacia ate tagiare gao la foraa bidrofilica atrita de la 
hidrofabica y ate el sitio sabcelalar de precesaaitnto seria la aeabraaa 
plastitica. tea actiiidad procesadora, aroaablataate «na protaasa de la 
aeaerana plasaitica, anéate ea el eaero o ea eeabraaas del retírala 
endopltsaico, cwtitrtaa la foraa hidroftbica aa bidrofilica. Eiaerieeetot 
de palso-caza atiliíando ("SHajSty deaottraroa ate a tientos cortes, la 
aayoria de los POHS están ea el aparato de Salgi y petterioratate estos 
tigraa a la aeabrana plasaitica, t i inico sitio donde se eocaentra la foraa 
bidrofilica. 

Estos resaltados sagieren qae ea el hígado, el atájetelo proteico da los 
P6HS se sintetizan coso ana aoldcala bidrotdeita la ctal potttrioraente 
stfre tadificacianei potttredaccioaales en el aparate de Solgi. Et ctabia 
la foraa bidrofilica del PSHS, silo se enceaatrt ea la aaeeraae plasaitica, 
lagar en el caal ocarriria el procetaaiento. 

(Financiado por latioaal Scieact Fotadatioa a C.O. Hirscbberg y E. Iraadan) 

Coordinador: Dr. Nibaldo Inestrosa 

M E C A N I S M O S DE D E S T I N A C I Ó N DE P R O T E Í N A S 
E S P E C Í F I C O S DE C E L Ó L A S E P I T E L I A L E S P O L A R I Z A D A S . 
(Mecaunieua o f p r o t e i n s o r t i n g a p e c i f i c f o r 
p o l a r i z a d e p i t e l i a l c a l l a ) . O o n s á l a g . A . F a c . 
d e M e d i c i n a y F a c . d e C i e n c i a s B i o l ó g i c a s , P . 
u n i v e r s i d a d C a t ó l i c a d e C h i l e . 

L a s c é l u l a s d e e p i t e l i o s p o l a r i z a d o s p o s e e n u n a 
s u p e r f i c i e c e l u l a r d i v i d i d a p o r c o m p l e j o s d e 
u n i ó n e n d o s d o m i n i o s b i o q u í m i c a , m o r f o l ó g i c a y 
f u n c i o n a l m e n t e d i s t i n t o s . Un d o m i n i o a p i c a l s e 
e s p e c i a l i s a e n f u n c i o n e s r e l a c i o n a d a s c o n e l 
m e d i o e x t e r n o y u n d o m i n i o b a s o l a t e r a l e n e l 
c u a l o c u r r e n i n t e r a c c i o n e s c é l u l a - c é l u l a , 
c é l u l a - m a t r i z e x t r a c e l u l a r e i n t e r a c c i o n e s c o n 
s e ñ a l e s h o r m o n a l e s q u e i n t e g r a n e l 

f u n c i o n a m i e n t o d e l o s e p i t e l i o s a l a f i s i o l o g í a 
g e n e r a l d e l o r g a n i s m o . 

E s t a p o l a r i d a d e a , e n s u m a y o r p a r t e , g e n e r a d a 
y m a n t e n i d a p o r l a s e g r e g a c i ó n d e d i f e r e n t e s 
p r o t e í n a s e s p e c í f i c a s h a c i a u n o u o t r o d o m i n i o 
d e l a m e m b r a n a p l a s m á t i c a . L o s m e c a n i s m o s q u e 
e f e c t ú a n e s t a d e s t i n a c i ó n a s i m é t r i c a d e 
p r o t e í n a s s o n d e s c o n o c i d o s e n m u c h o s a s p e c t o s . 

H e m o s a n a l i l a d o e l p r o b l e m a d e l a d e s t i n a c i ó n 
a p i c a l d e p r o t e í n a s a l a m e m b r a n a p l a s m á t i c a d e 
c é l u l a s e x o c r i n a s , i n f e c t a n d o c o n v i r u s 
i n f l u e n z a , c é l u l a a s i m o g é n i c a s g á s t r i c a s e n 
c u l t i v o p r i m a r i o , un m o d e l o n o e x p l o r a d o 
p r e v i a m e n t e . P o r o t r o l a d o , a e d a r á n e v i d e n c i a s 
q u e i n d i c a n l a p r e s e n c i a d e i n f o r m a c i ó n 
d e t e r m i n a n t e d e u n a s e g r e g a c i ó n a p i c a l e n n i 
a n t i g e n o d e s u p e r f i c i e d e l v i r u s h e p a t i t i s B , 
e s t u d i a d a t r a n s í e c t a n d o s u g e n e n c é l u l a a MDCK. 
E s t a p r o t e í n a e s r e l a t i v a m e n t e p e q u e ñ a e n 
c o m p a r a c i ó n c o n o t r a s p r o t e í n a s n o r m a l m e n t e 
e s t u d i a d a s e n l a b ú s q u e d a d e s e ñ a l e s d e 
d e s t i n a c i ó n p o l a r i z a d a ! . 
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A S O C I A C I Ó N DE L A A C E T I L C O L I N E S T E R A S A CON L A 
S U P E R F I C I E C E L U L A R . ( A s s o c i a t i o n o f 
a c e t y l c h o l i n e a t e r a s e w i t h t h e c a l i s u r f a c e ) . 
I n e a t r o a a . U . C . U n i d a d d a N e u r o b i o l o g i a 

. M o l e c u l a r , D e p t . B i o l o g í a C e l u l a r y M o l e c u l a r , 
P . U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a d « C h i l e . 

L a a c e t i l c o l i n e s t e r a s a ( A C h E ) e s u n a a n s i e t à 
c l a v e d e l f u n c i o n a m i e n t o d e l a s i n a p s i s 
c o l i n è r g i c a , p o r a u c a p a c i d a d d e h i d r o l i s a r e l 
n e u r o t r a n a m i s o r a c e t i l c o l i n a , t a n t o e n l a u n i ó n 
n e u r o m u a c u l a r C O B O e n « 1 s l a t e e a n e r v i o s o 
c e n t r a l . L a A C h E m u e s t r a d i f e r e n c i a s t a n t o e n 
l a d i s t r i b u c i ó n d e s u s f o r m a s m o l e c u l a r e s c o m o 
e n e l m o d o d e a n c l a r s e a l a s u p e r f i c i e c e l u l a r . 

L a a s o c i a c i ó n a l a m e m b r a n a s e l o g r a p o r 
m o d i f i c a c i o n e s p o s t - t r a d u c c i o n a l e a d e l a s 
a u b u n i d a d e s c a t a l í t i c a s . Ele h a n d e s c r i t o t r e s 
m e c a n i s m o s . E l p r i m e r o i n v o l u c r a l a u n i ó n d e 3 
t e t r á m e r o s d e s u b u n i d a d e s a u n t a l l o d e t i p o 
c o l a g e n o s o ( f o r m a A l 2 ) q u e i n t e r a c t ú a c o n 
p r o t e o g l i c a n e a d e h e p a r a n s u l f a t o e n l a m a t r i z 
e x t r a c e l u l a r . L a s o t r a s d o a m o d i f i c a c i o n e s 
c o r r e s p o n d e n a a n c l a j e s h i d r o f ó b i c o a a l a 
m e m b r a n a p l a s m á t i c a . E n IBL f o r m a d i m e r i c a ( G i ) 
d e l a A C h E , l a r e g i ó n d e l d i a c i l g l i c a r o l d e u n a 
m o l é c u l a d e f o a f a t i d i l i n o a i t o l u n i d a a l 
C - t e r m i n a l d e c a d a p o l i p e p t i d o , f i j a l a e n s i m a 
a l a c a p a e x t e r n a d e l a m e m b r a n a . E n e l c a s o d e 
l a A C h E t e t r a m e r i c a ( 0 4 ) d e l c e r e b r o , l a 
m o d i f i c a c i ó n i n v o l u c r a l a u n i ó n c o v a l e n t e d e u n 
p é p t i d o h i d r o f ó b i c o d e 2 0 k D a a l a m e m b r a n a 
p l a s m á t i c a . 

L a r e g u l a c i ó n p o r p r o c e s a m i e n t o d i f e r e n c i a l d e 
A R N m e n s a j e r o s p e r m i t e l a e x p r e s i ó n s e l e c t i v a 
d e l a s f o r m a s g l o b u l a r e s e n l a m e m b r a n a 
p l a s m á t i c a y d e l a s f o r m a s a s i m é t r i c a s e n l a i 
m a t r i z e x t r a c e l u l a r s i n á p t i c a . 

TRANSPORTE INTRACELOLAR DE LAS GLICOPROTEINAS SECRETO­
RIAS DEL ÓRGANO SUBCOMISURAL (OSC) Y SU PROCESAMIENTO 
INTRA Y EXTRA CELULAR. Rodríguez , E . M . , H e i n , S . , N u a l a r t , 
F . I n s t i t u t o de H i s t o l o g í a y P a t o l o g í a , U n i v e r s i d a d 
A u s t r a l de C h i l e . 

E l OSC es una g l á n d u l a c e r e b r a l que s e c r e t a g l i c o p r o t e i 
ñas a l LCR donde e s t a s se "condensan" y forman una e s ­
t r u c t u r a f i b r o s a , l a F i b r a de Re i s sner ( F R ) , que se ex ­
t i e n d e a l o l a r g o d e l I V v e n t r í c u l o y canal c e n t r a l de 
l a médula e s p i n a l . 

Ant i cuerpos e s p e c í f i c o s contra l a s g l i c o p r o t e i n a s secre 
t o r i a s d e l OSC fueron u t i l i z a d o s p a r a l o c a l i z a r l a s a 
t r a v é s de l a v í a s e c r e t o r i a y en l a FR ( i iraunocitoquími 
c a ) ; y p a r a i d e n t i f i c a r l a s en "immunoblotting" de e x ­
t r a c t o s de OSC y de FR. Concanaval ina A y a g l u t i n i n a 
d e l Limax f l a v u s se u t i l i z a r o n p a r a e s t a b l e c e r s i l o s 
compuestos s e c r e t o r i o s inmunoreactivos son p r e - G o l g i 
(RER) o p o s t - G o l g i ( g r a n u l o s s e c r e t o r i o s y F R ) . E l l o 

p e r m i t i ó i d e n t i f i c a r tentat ivamente dos p r e c u r s o r e s y 
sus formas p r o c e s a d a s . Mayor e v i d e n c i a se obtubo: i ) 
mediante l a obtención de a n t i c u e r p o s contra cada p r e c u r 
sor y , i i ) mediante marcado b i o s i n t é t i c o . 

En e l OSC mismo e x i s t i r í a n s S l o dos formas p r o c e s a d a s , 
y a l menos s e i s en l a FR, indicando que h a b r í a un p r o ­
cesamiento p o s t - l i b e r a c i o n . E l marcado b i o s i n t é t i c o in 
d i c a que después de l i b e r a d a s , l a s g l i c p r o t e i n a s perma 
necen 1 h formando una p e l í c u l a l a x a sobre l a s u p e r f i ­
c i e d e l OSC (procesamiento p o s t - l i b e r a c i 6 n ? ) , p a r a l u e ­
go s u f r i r una gran condensación y formar un nuevo "tro 
zo de FR", i n t e r v i n i e n d o puentes - S - S - y o t r o s mecanis 
mos desconoc idos . Sorprendentemente e x i s t e n dos "pools" 
de g l i c o p r o t e i n a s s e c r e t o r i a s : uno que se l i b e r a 1 h 
después de su s í n t e s i s y o t r o que permanece en e l RER 
(como p r e c u r s o r ? ) h a s t a 4 d s , s u g i r i e n d o que g l i c o p r o ­
t e i n a s s e c r e t o r i a s p o d r í a n l i b e r a r s e a l LCR desde e l 
RER, haciendo un "by p a s s " a l a p a r a t o de G o l g i . 

F inanc iado p o n D i r . I n v . U . A . C h . , FONDECYT 0890-88 y 
S t i f t u n g Volkswagenwerk. 

M U T A C I O N E S QUE A F E C T A N L A B I O G E N E S I S NORMAL DE 
LOS P E R O X I S O M A S . ( M u t a t i o n s a f f e c t i n g 
p e r o x i s o m e b i o g e n e s i s ) . S a n t o s . M . J . 
D e p a r t a m e n t o B i o l o g í a C e l u l a r y M o l e c u l a r , P . 
U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a d e C h i l e . 

L o s p e r o x i s o m e s s o n o r g a n e l o s 
s u b c e l u l a r e s e s e n c i a l e s , q u e p a r t i c i p a n e n l a 
S - o x i d a c i ó n d e á c i d o s g r a s o s , e n l a s í n t e s i s 
d e p l a s m a l ó g e n o s . L a s p r o t e í n a s p e r o x i s o m a l e s 
s o n s i n t e t i z a d a s e n r i b o s o m a s U b r e s e 
i m p o r t a d a s p o s t t r a d u c c i o n a l e m e n t e a l 
p e r o x i s o m a . S e h a p o s t u l a d o q u e e s t o s 
o r g a n e l o s s e o r i g i n a r í a n p o r d i v i s i ó n d e 
p e r o x i s o m a s p r e e l s t e n t e s . R e c i e n t e m e n t e , s e 
h a n i d e n t i f i c a d o s e r i a l e s d e d e s t i n a c i ó n e n l a s 
p r o t e í n a s p e r o x i s o m a l e s , t a l e s c o m o l a s e ñ a l 
S e r - L i s - L e u e n l a r e g i ó n d e l c a r b o x i l o 
t e r m i n a l . A n i v e l d e l m e c a n i s m o d e i m p o r t a c i ó n 
p e r o x i s o m a l , s e h a e n c o n t r a d o q u e é s t e 
r e q u i e r e d e A T P y d e p r o t e í n a s d e l a 
s u p e r f i c i e o r g a n e l a r . 

E x i s t e u n a s e r i e d e a f e c c i o n e s g e n é t i c a s 
h u m a n a s c a r a c t e r i z a d a s p o r c o m p r o m i s o d e l a 
f u n c i ó n p e r o x i s o m a l . D e s t a c a e n t r e e l l a s , e l 
s í n d r o m e d e Z e l l w e g e r , q u e e s u n a e n f e r m e d a d 
l e t a l . N o e x i s t e n p e r o x i s o m a s e n e s t e s i n d r o m e 
y l a s e n z i m a s p e r o x i s o m a l e s s e s i n t e t i z a n e n 
f o r m a n o r m a l , p e r o p e r m a n e c e n e n e l c i t o p l a s m a 
o s o n d e g r a d a d a s . R e c i e n t e m e n t e , h e m o s 
e n c o n t r a d o q u e e n e s t e s i n d r o m e e x i s t e n 
p r o t e í n a s d e l a m e m b r a n a p e r o x i s o m a l 
e n s a m b l a d a s e n m e m b r a n a s v a c í a s ( " f a n t a s m a s 
p e r o x i s o m a l e s " ) , l o q u e n o s l l e v ó a p o s t u l a r 
q u e e s t e s i n d r o m e s e r l a d e b i d o a u n a m u t a c i ó n 
q u e a f e c t a l a i m p o r t a c i ó n d e l o s c o m p o n e n t e s 
p e r o x i s o m a l e s ( S a n t o s e t a l . , S c i e n c e 
2 3 9 : 1 5 3 6 . 1 9 8 8 ) . E s t u d i o s d e c o m p l e m e n t a d ó n 
g e n é t i c a e n e s t a a f e c c i ó n r e v e l a n q u e 
e x i s t i r í a n a l m e n o s 5 g e n e s r e s p o n s a b l e s d e l 
e n s a m b l a j e p e r o x i s o m a l . 



TALLER ESTRUCTURA Y FUNCIÓN DE PROTEÍNAS 
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¿OPERAN ] N VIVQ LOS MECANISMOS REGULADORES DE LA 
ACTIVIDAD ENZÍMATICA OBSERVADOS IN VI IRQ? (Do r e g u l a t o r y 
mecanisms o f enzyme a c t i v i t y o b s e r v e d i n y i £ r g . o p é r a t e 
ÍD v i v o ? ) . Bafeult ¿ t Depar tamento de B i o l o g í a . F a c u l t a d 
de C i e n c i a s , U n i v e r s i d a d de C h i l e . 

El c o n t r o l de l a a c t i v i d a d c a t a l í t i c a de l a s enz imas 
e s uno de l o s mecanismos r e s p o n s a b l e s de l a r e g u l a c i ó n 
d e l f l u j o m c t a b ó l i c o . S i n embargo, l a s p ruebas que 
muestran que l o s e f e c t o s o b s e r v a d o s i n v i t r o son l o s 
r e s p o n s a b l e s de l a r e g u l a c i ó n ¿n v i y g son e s c a s a s . 

El uso de mutantes b a c t e r i a n a s ha r e s u l t a d o s e r de 
gran ut i 1 idad para comprender a l g u n o s a s p e c t o s 
f i s i o l ó g i c o s d e l m e t a b o l i s m o . A s í , e s p o s i b l e some te r a 
prueba l a f u n c i ó n íwrmalmente r e c o n o c i d a para una v í a 
• e t a b ú l i c a , e s t u d i a r e l pape l f i s i o l ó g i c o de enz imas 
a l o s t é r i c a s , e s c l a r e c e r l a f u n c i ó n de l a s i s o e n z i m a s en 
e l m e t a b o l i s m o y c o n o c e r l a i m p o r t a n c i a f i s i o l ó g i c a d e 
l o s e s t a d o s de a g r e g a c i ó n de una p r o t e í n a . 

Una de l a s h e r r a m i e n t a s mas u t i l i z a d a s para 
d e t e r m i n a r e l r o l e s t r u c t u r a l o f u n c i o n a l de a l g u n o s 
a m i n o á c i d o s en una p r o t e í n a , e s c a m b i a r l o s po r o t r o s y 
examinar l a s p r o p i e d a d e s de l a p r o t e í n a a l t e r a d a . A n t e s 
d e l d e s a r r o l l o d e l a t e c n o l o g í a d e l DNA r e c o m b i n a n t e 
e s t o s cambios s e e f e c t u a b a n por medio d e mutac iones 
f e r t o t í p i c a s g e n e r a d a s po r mutágenos q u í m i c o s o r a d i a c i ó n 
UV. En e s t o s c a s o s s e i d e n t i f i c a n y e s t u d i a n s o l o 
a q u e l l a s m u t a c i o n e s que producen un cambio e s p e c i f i c o en 
e l compor t amien to de l a b a c t e r i a , po r l o que e s 
n e c e s a r i o p o s e e r un e n s a y o que d e t e c t e l a s mu tac iones 
que a l t e r a n l a p r o p i e d a d d e l a p r o t e í n a en e s t u d i o . En 
l a a c t u a l i d a d s e han hecho más f r e c u e n t e l o s e s t u d i o s d e 
m u t a g é n e s i s d i r i g i d a d e l DNA que c o d i f i c a a l a p r o t e i n a . 
La p r o t e i n a a l t e r a d a s e e x p r e s a ¿rj yiy.fi o ÍQ v i t r o y s e 
e s t u d i a n sus p r o p i e d a d e s , e l i m i n a n d o e l problema d e 
s e l e c c i ó n de l a m u t a g é n e s i s q u í m i c a . 

A d i c i o n a l m e n t e , s e d i c u t i r á n o t r a s e s t r a t e g i a s 
u t i l i z a d a s para a t r a v e s a r l a b a r r e r a ¿Q XÍtcStCÍQ tkt^t 
t a l e s como l a s c é l u l a s p e r m e a b i l i z a d a s y l a s 
m i e r o i n y e c t a d a s . ( F i n a n c i a d o po r F o n d e c y t ) . 

COMENTARIOS ACERCA DEL PRESENTE Y FUTURO DE LA C I N É T I ­
CA ENZÍMATICA. (Comments concerning the present and 
f u t u r e of enzytne k i n e t i c s ) . C a r v a j a l , N . Departamento 
de B i o l o g í a M o l e c u l a r , Facul tad de Cienc ias B i o l ó g i c a s 
y de Recursos N a t u r a l e s , Un ivers idad de Concepción. 

Los e s tud ios mecaníát icos de l a s enzimas t ienen 
como o b j e t i v o c a r a c t e r i z a r , tanto e s t r u c t u r a l como 
c inét icamente , l o s i n t e r m e d i a r i o s de l a v í a entre l o s 
s u s t r a t o s y l o s productos . Para l o s e s tud ios c i n é t i c o s 
s e d i spone , bás icamente , de fundamentos t e ó r i c o s s ó l i ­
damente e s t a b l e c i d o s y de métodos que permiten una 
gran s i m p l i f i c a c i ó n , precLs ión y c o n f l á b i l i d a d en e l 
a n á l i s i s de l o s r e s u l t a d o » . Se a d v i e r t e , s i n embargo, 
l a neces idad de complementar l o s t r a d i c i o n a l e s e s t u ­
d i o s de v e l o c i d a d e s i n i c i a l e s y de i n h i b i c i ó n con 
o t r o t i p o de información. Al r e s p e c t o , adquieren gran 
importancia l o s e s t u d i o s de e f ec tos i s o t ó p i c o s , de 
t r a z a d o r e s con s u s t r a t o s r a d i a c t i v o s , e l seguimiento 
d e l curso e s t e r e c l u í m i c o de l a s r e a c c i o n e s , l o s e f e c ­
tos producidos por modi f i cac iones químicas e s p e c í f i ­
c a s , l o s e s t u d i o s e spec troscóp icos e , i n c l u s o , l a 
información d i s p o n i b l e a c e r c a de l a e s t r u c t u r a t r i d i ­
mensional , de l a enzima. Se a d v i e r t e , además, un i n t e ­
r é s por un mejor aprovechamiento de l a información 
que pueden a p o r t a r l a s curvas de p r o g r e s o de l a s 
r e a c c i o n e s , tanto para l a est imación de parámetros 
c i n é t i c o s como p a r a l a d i f e r e n c i a c i ó n e n t r e d i s t i n t o s 
mecanismos c i n é t i c o s . 

S in duda que l o s e s t u d i o s c i n é t i c o s s e g u i r á n c o n t r i ­
buyendo a l a comprensión de l a c a t á l i s i s enz imát ica , 
no s ó l o desde un punto de v i s t a b á s i c o s i n o también 
a p l i c a d o , con todas l a s consecuencias que e l l o i m p l i ­
c a . S in embargo, un aspecto que , en mi o p i n i ó n , 
merece mucho más a tenc ión de l a que has ta ahora se l e 
ha dado, es e l empleo de l a información c i n é t i c a en 
r e l a c i ó n con l a función b i o l ó g i c a de l a enzima i n 
v i v o . El aproximar l a s condic iones de e s tud io a l a s 
esperadas en l a s c é l u l a s , a b r e un campo muy i n t e r e s a n ­
te y f r u c t í f e r o p a r a l o s e s tud ios c i n é t i c o s f u t u r o s . 

USO DE ESPECTROSCOPIAS NMR, FT-IR Y FLUORESCENCIA EN 
LA DETERMINACIÓN DE LA ESTRUCTURA DE MACROMOLECULAS Y 
SUS INTERACCIONES. (Use of NMR, FT-IR and f luorescence 
spectroscopy to determine the s t r u c t u r e o f 
macromolecules and t h e i r i n t e r a c t i o n s ) . Monas ter io , 
0. Departamento de B i o l o g í a , Facul tad de C i e n c i a s , 
U n i v e r s i d a d de C h i l e . 

Las d i f e r e n t e s á r e a s de i n v e s t i g a c i ó n en C i e n c i a s 
B i o l ó g i c a s han avanzado con l a in troducc ión de h e r r a ­
mientas usadas habitualmente en F í s i c a y F i s i c o q u í m i ­
c a , como: h idrod inámica , e s p e c t r o s c o p i a , d i f u s i ó n y d i ­
f r a c c i ó n . La tendencia hac ia un c a r á c t e r más i n t e r ­
d i s c i p l i n a r i o de e s t a s c i e n c i a s , ha r e q u e r i d o de p r o -
fundizac ión en l a a p l i c a c i ó n de e s tas metódicas a l a 
b i o l o g í a . D i f r a c c i ó n de Rayos X ha s i d o durante mucho 
tiempo una herramienta que ha permit ido determinar l a 
e s t r u c t u r a que adopta l a cadena p o l i p e p t í d i c a en una 
p r o t e í n a . S in embargo, l a s p r o t e í n a s no son c r i s t a l e s 
r í g i d o s s i n o más b i e n e s t r u c t u r a s f l e x i b l e s que en l a 
mayoría de l o s casos cumplen su función a t r a v é s de 
cambios conformac iona les . Es aquí donde l a Resonancia 
Magnética Nuc lear permite r e a l i z a r es tudios de e s t r u c ­
tura y func ión . Ha s i d o costumbre determinar e l c o n t e ­
nido de e s t r u c t u r a secundar ia de a l f a - h é l i c e , b e t a -
p l egada y e s t r u c t u r a a l a z a r por d icroismo c i r c u l a r . 
Sin embargo, l a e s p e c t r o s c o p i a i n f r a r r o j o nos a b r e 
nuevas p e r s p e c t i v a s p a r a conocer e l contenido de e s t a s 
e s t r u c t u r a s que conforman una p r o t e í n a . P a r a e s t u d i a r 
cambios conformac iona les , i n t e r a c c i ó n de l i g a n d o s y 
c i n é t i c a de es tos cambios, l a s herramientas más a p r o ­
p i a d a s son l a f l u o r e s c e n c i a i n t r í n s e c a de l a s p r o t e í ­
nas o e l uso de sondas f l u o r e s c e n t e s . La f l u o r e s ­
cenc ia ha s u s t i t u i d o ya a lgunas técn icas h i d r o d i n á m i ­
cas a t r a v é s de l o s e s t u d i o s de p o l a r i z a c i ó n de 
f l u o r e s c e n c i a . 

El uso de e s t a s e s p e c t r o s c o p i a s , entre o t r a s , es 
i n d i s p e n s a b l e , por e jemplo , cuando se u t i l i z a l a b i o -
i n g e n i e r í a para p r o d u c i r p r o t e í n a s s i n t é t i c a s func iona­
l e s . 

MODIFICACIÓN QUÍMICA DE PROTEÍNAS. UN DESAFIO ACTUAL. 
(Chemical modi f i ca t ion of p r o t e i n s . An a c t u a l 
c h a l l e n g e ) . S l e b e , J . C . I n s t i t u t o de Bioquímica , F a c u l ­
tad de C i e n c i a s , Un ivers idad A u s t r a l de C h i l e . 

La obtención de d i s t i n t a s formas de una p r o t e í n a 
mediante modi f i cac ión quimica , mutagénesis a l a z a r y 
s i t i o d i r i g i d a , han p o s i b i l i t a d o un gran progreso en 
l a comprensión de l a e s t r u c t u r a de l a s p r o t e í n a s y su 
func ión . Empero, e l diseño de p r o t e í n a s t i ene aún 
d i f i c u l t a d e s : no s e puede p r e d e c i r e l p legamiento y 
s ó l o se t i e n e un conocimiento p a r c i a l de l a r e l a c i ó n 
es truc tur a-func ion . 

El método de modi f i cac ión química ha s i d o t r a d i c i o -
nalmente u t i l i z a d o p a r a i d e n t i f i c a r l o s r e s i d u o s de 
aminoácidos que p a r t i c i p a n en l o s s i t i o s a c t i v o y 
r e g u l a t o r i o s de enzimas. Esta t écn ica ha permi t ido 
e s t u d i a r l a e s t r u c t u r a y t o p o g r a f í a de s i t i o s de 
unión de l i g a n d o s , l a l o c a l i z a c i ó n de r e s i d u o s de 
aminoácidos i n d i v i d u a l e s en una p r o t e i n a y su p a r t i c i -
pac ion en l a mantenc ion de l a conformac ion a c t i v a de 
l a macromolécula. Asimismo, ha p o s i b i l i t a d o l a i n t r o ­
duce ion de sondas f1uorescentes , grupos cromóforos y 
paramagnéticos y núcleos que permiten e l uso de r e s o ­
nanc ia magnética n u c l e a r , p a r a c a r a c t e r i z a r a n i v e l 
molecular l a s a l t e r a c i o n e s que ocurren en reg iones 
e s p e c í f i c a s de p r o t e í n a s . Entonces, l e modi f i cac ion 
química , en conjunto con métodos f í s i c o s y gené t i cos 
pueden conduc ir a l a comprensión de l a e s t r u c t u r a y 
función de p r o t e í n a s en s o l u c i ó n . 

Se a n a l i z a r á n l a s v e n t a j a s y desventa jas de l uso de 
l a modi f i cac ión química, y se presentarán a lgunos 
ejemplos que permiten comparar e s ta t écn ica con l a de 
mutagénesis s i t i o - d i r i g i d a . ( P r o y e c t o s : DID-UACH 
RS-89-37 y FONDECYT, 188/89. 
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R E G U L A C I Ó N DE LOS MICROTÚBULOS A X O N A L E S . 
( R e g u l a t i o n o f a x o n a l m i c r o t u b u l e s ) J • A l v a r e z , 
U n i d a d de N e u r o b i o l o g i a M o l e c u l a r . U n i v e r s i d a d 
C a t ó l i c a , S a n t i a g o . 

En a x o n e s de a n f i b i o s . , r e p t i l e s y m a m í f e r o s 
l a d e n s i d a d m i c r o t u b u l a r p r e s e n t a una r e l a c i ó n 
i n v e r s a c o n e l c a l i b r e ; l o s v a l o r e s s o n s e n e -
j a n t e s en e l SNC y en n e r v i o s p e r i f é r i c o s p e r o 
en l a s r a i c e s e s p i n a l e s , c a e n a l a m i t a d . Como 
l o s a x o n e s s e n s i t i v o s y m o t o r e s t i e n e n d o m i n i o s 
en S N C , r a í z y p e r i f e r i e , su d e n s i d a d m i c r o t u ­
b u l a r v a r í a a l o l a r g o d e l t r a y e c t o . L o s a x o ­
n e s de t i p o r a d i c u l a r c o n s e r v a n su b a j o c o n t e ­
n i d o m i c r o t u b u l a r c u a n d o r e g e n e r a n s o b r e su 
t r a y e c t o a n a t ó m i c o , p e r o l o a u m e n t a n a l d o b l e 
s i r e g e n e r a n en un n e r v i o p e r i f é r i c o . E s t o 
i n d i c a q u e e l c i t o e s q u e l e t o d e l a x ó n e s m o d u l a ­
do p o r c l a v e s l o c a l e s . P o r e f e c t o de l a a c t i n £ 
m i c i n a - D , q u e d e s t r u y e l a s c é l u l a s s a t é l i t e s 
d e l a x ó n , e s t o s e m i t e n b r o t e s y s u s m 1 c r o t ú b u ­
l o s a u m e n t a n n o t o r i a m e n t e , p e r o 4 mm p o r a r r i b a 
o p o r d e b a j o , e l n e r v i o t i e n e a s p e c t o n o r m a l . 
E s t o s u g i e r e q u e l a c é l u l a s a t é l i t e e s t é r e p r i ­
m i e n d o e l c i t o e s q u e l e t o y l a c a p a c i d a d de d a r 
b r o t e s d e l a x ó n . 

P o r o t r a p a r t e , l a h l p e r a c t i v i d a d e l é c t r i c a 
d e l a x ó n d e t e r m i n a en e l c o r t o p l a z o un i n c r e ­
m e n t o de l o s m i c r o t ú b u l o s q u e s e p u e d e e x p l i c a r 
p o r c a m b i o s en e l e q u i l i b r i o m o n ó m e r o - p o l í m e r o ; 
p e r o en e l l a r g o p l a z o , e l a u m e n t o e s d e l 100% 
l o q u e r e q u i e r e e x p a n s i ó n de l a t u b u l i n a t o t a l 
en e l a x o p l a s m a . 

Se c o n c l u y e q u e l o s m i c r o t ú b u l o s , y p o r 
e x t e n s i ó n e l c i t o e s q u e l e t o d e l a x ó n , e s t á n regu^ 
l a d o s p o r c l a v e s e x t e r n a s y p o r l a p r o p i a a c t i ­
v i d a d de l a c é l u l a n e r v i o s a . 

REORGANIZACIÓN DEL CITOESOUELETO Y SECRECIÓN OE 
HCL EN CÉLULAS OXJNTICAS OE AVE (CytooketotaJ reorga-
nizttkmandHCteeeretjonin avian oxyntic cata) Kcanto CS. y 
DjHbtJl Dpto. Btot. CaiuJar, P. Unrveradad Céttfca da Chat. 

L M células crtrticaa permitan estudiar «n una céMa polari­
zada al rol cW dtoaaqueleto en un proceso secretor eornptojo. 
Al estimular la •ecrecion de HCt, «I poto luminal da esta* 
células experimenta una notabla reorganización da mamoranaa 
y matiz dtoaaqualética, que tiene por objeto incorpcnr a la 
superficie sacratora al aMema tubular da marrárana», qua con­
tiene a la bomba da protonsa cjaetice. 

Para aiMizar la retoeion anf a la raorganizacion cW polo 
luminal. ai cftoeequetoto y ta eecrecicti da Ha. aa comparan 
tanto laa propiadadie da mamoranaa rurnjnalss aistodee, como 
la estudura dt células ortiticaa da polo, en aacraci6i> da 
HC1 estimulada por htotamna y raposo inducido por 
timotioVia. Ss usó rracctonemtonto aubcakáar cuaréHaavo, mt-
aoacopla stocttnica. ctocMrnica a inrnunoctlcquHiiica. 

Al astimuar ra aecrecttn da HO: aa deaptozan los comptojos 
da unión hacia la bate de la célula y te incorpora al aMama tu­
bular a la membrana luminal, fbnnandose un prontiente polo 
secretor daimitado por profundos canafccutoo intarcaaiaiaa 
ricos sn protongacicnee; y aa r e d s t t M y e n las protainaa cf 
toeacajsMicas. derrttsrándoae un a n i o da F-actjna. mioaina y 
Hernina, unido a ios comptojos da unión, y un ctooequetoto da 
F-actJna asociado a las rnemtrana* cW poto aacrator qua ex­
cluya a rntoaina y tsamina en tos protongactonea luminatoa de 
laa célula» en eecrecion. 

La aatabtMad de la» do» orcarizaciones da toa rnembra-
naa y cHceeoueéeto asoctodo, permite aislar tracctonea eubce-
KJ lares que conaervan en parte propiedadse aetucturalee y 
brequfmicas: vesículas darrevotos doi sestosaa txebutar, 
potree en acrjna, con actividad K-NPPaaa alta y Mg-ATPaaa 
baja; y tragauntoa de prolongaci<mes del polo 
secretor, estechamente aeociadas a acuna y a porpeptido de 
28kD, con actividad K-NPPaaa baja y Mg-ATPas» ata. 

BIOQUÍMICA DE LA POLIMERIZACIÓN DE TUBULINA. 
(Biochemistry of t u b u l i n p o l y m e r i z a t i o n ) . O. 
Monas ter io . Departamento de B i o l o g í a , Facu l tad de C i e n ­
c i a s , U n i v e r s i d a d de C h i l e . 

Para entender l o s mecanismos de p o l i m e r i z a c i ó n de 
l a tubu l ina en microtúbulos y o t r a s e s t r u c t u r a s , es 
n e c e s a r i o comprender e l canuno por e l cua l e s t a s 
e s t r u c t u r a s se forman a p a r t i r d e l dímero de t u b u l i n a . 
Los e s t u d i o s de p o l i m e r i z a c i ó n in v i t r o han demostrado 
que toda l a información p a r a l a p o l i m e r i z a c i ó n r e s i d e 
en l a molécula de t u b u l i n a y que l a forma de l o s 
pol ímeros depende de l a n a t u r a l e z a de metales d i v a l e n -
tes presentes en e l medio, entre o t r o s c o f a c t o r e s . 
Así , Z n ( I I ) induce l a formación de láminas y Mg ( I I ) 
de micro túbu los . Por o t r o l a d o , se ha encontrado que 
l a p o b l a c i ó n de dímeros de tubu l ina es he terogénea . 
Desde e s tos r e s u l t a d o s han s u r g i d o l a preguntas ¿Hay 
una d i s t r i b u c i ó n e s p e c í f i c a de i soformas de t u b u l i n a 
que induzcan l a formación de pol ímeros c a r a c t e r í s t i c o s 
en cada t e j i d o ? . ¿Exis ten en un determinado t e j i d o u 
órgano metales d i f e r e n t e s de magnesio, en concentra­
c ión s u f i c i e n t e , p a r a i n d u c i r o t r o s po l ímeros además 
de micro túbulos? . 

A p a r t i r de l o s estud^>s c l á s i c o s de Weisenberg en 
1972 se conoce que e l Ca induce l a d e s p o l i m e r i z a c i ó n 
de micro túbu los . Sin embargo, aún no se sabe cual e s 
e l mecanismo que produce l a d e s p o l i m e r i z a c i ó n . Una 
pregunta aún de c a r á c t e r más genera l es ¿por qué 
metales d i v a l e n t e s de una misma f a m i l i a t ienen e f e c t o s 
opuestos? . 

En e s te momento se d e s a r r o l l a una a c t i v a i n v e s t i g a ­
c ión p a r a obtener información s o b r e l a e s t r u c t u r a de 
l a t u b u l i n a y l o s s i t i o s de acc ión de l o s d i f e r e n t e s 
c o f a c t o r e s . Sin embargo, desde ixi punto de v i s t a 
b í o f i s i c o aún queda mucho camino que r e c o r r e r p a r a 
comprender l a r e l a c i ó n entre l a e s t r u c t u r a de l a 
t u b u l i n a y e l mecanismo de autoensamblaje . 



TALLER TRANSDUCCION DE SEÑALES 

Coordinador: Dr. Tulio Núñez 

REGULACIÓN DE LA TRANSDUCCION POR INTERMEDIARIOS METABÓUCOS. 

ROL DE ACTL-CARNmNAS Y ACTL-COENZIMOS A EN LA EXPRESIÓN DE 

ACTIVIDAD DE LA PROTEINA KTNASA C. (Regulaüon of transduction by 
metabolic intermedíales, The role of acyl-Coenzyme A and acyl-carnitines 
in protein kinase C activity). M.Rrrmfmfln. Depto.Biol.Cel & Molec., Fac. 
Cien. Biol.. P.Universidad Católica de Chile. 

La proteina kinasa C tiene un rol fundamental en la regulación de 
importantes fenómenos fisiológicos como secreción, contracción, funcio­
nes a nivel de receptores de membrana, diferenciación celular y tumorigé-
nesis. Depende para su actividad de Calcio, de fosfatidilserína (PS) y de 
un diglicerído (DAG), molécula que se libera al activarse el ciclo del fos-
faiidilinositol, y que es considerada un segundo mensajero para la enzima. 
La pkC esta localizada principalmente en el citosol y se transloca a la 
membrana al activarse, por un proceso cuyo mecanismo no se conoce. En 
nuestro laboratorio hemos demostrado que concentraciones fisiológicas de 
acil-Coenzimos A de ácidos grasos potencian la actividad de la enzima en 
presencia PS, DAG y de Calcio. El mecanismo de esta activación esta ba­
sado en una disminución del requerimiento de ta enzima por fosfolípidos, 
mecanismo que hemos demostrado utilizando pkC de cerebro de rata e 
histona como sustrato y también pkC de plaquetas humanas y un sustrato 
fisiológico de la enzima. Por otra pane, hemos encontrado que esteres del 
CoA de drogas hipolipidémicas que tienen además actividad tumorigénica 
y se forman in vivo en la célula potencian la actividad de la pkC por un 
mecanismo similar. En contraposición, las acil-camiünas de ácidos gra­
sos, moléculas que en la célula se encuentran en equilibrio con los acil-
CoAs por intermedio de la carnitinas acil-CoA transferasas, tienen una ac­
tividad inhibitoria sobre la pkC, inhibición que hemos encontrado que se 
produce tanto in vitro como en plaquetas intactas. En la presencia 
simultanea de acil-CoAs y de acil-camitinas, en razones fisiológicas, se 
observa que, a bajas concentraciones de ambos predomina la acción 
activadora de los acil-CoAs, mientras que a concentraciones altas (pero fi­
siológicas) de ambos predomina el efecto inhibidor de las acil-camitinas. 
Estos resultados sugieren que la expresión de actividad de la pkC en célu­
las intactas podría estar regulada por la razón y concentración de acil-
CoAs y de acü-canúünas. Por otra pane, los resultados utilizando acil-
CoAs no naturales, derivados de drogas hipolipidémicas de uso clínico su­
gieren que la formación in vivo de estos derivados podría modificar este 
posible mecanismo regulatorio y explicar algunos de los efectos farmaco­
lógicos y las características de promotores de ellas. 

Financiado por Fondecyt 802/90 
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BOKXIXXS PARA RESPUESTAS DIVERSAS. (Tranackx±ion of 
extracel lular sígnala: homologáis mechaniams for 
diverge respenses.) C. Oanaellv. Depbo. Biología 
Facultad de C i e n c i a s , U n i v e r s i d a d de Otile. 

Bananas, neurotranamisares y factores de creci­
miento intaractúan con receptares específicos en la 
wenbrana plásmica e i n i c i a n una s e r i e d e reacciones 
q u e lleva a una respuesta celular. Aunque e x i s t e n un 
g r a n numero d e d i f e r e n t e s e l e c t o r e s p a r a t r a n s m i t i r 
i n f o r m a c i ó n e s e v i d e n t e q u e existe grandes familias 
de proteínas que realizan funciones similares en 
distinctas células. Entre los grupos de proteínas 
i n v o l u c r a d a s e n t r a n s d u c c i á n d e s e ñ a l e s e s t á n l o s 
r e c e p t a r e s transrnenibrári icas, l a s p r o t e í n a s G y las 
enzimas que generan s egundos m e n s a j e r o s . Las pro­
teínas G cumplen papeles esenciales e n 2a r e g u l a c i ó n 
d e arianim ciclase, fosfolipasa C, canales iónicos y 
visión. Muy recientemente la homología en estos s i s ­
temas s e h i z o mas e v i d e n t e e n l a s células quimiosensi-
bles (epitelio de c é l u l a s alfactoriaa y de la lengua) 
donde se ha demostrado q u e p r o t e í n a s G especificas 
interactuan con adenilil ciclase para regular canales 
iónicos con mecaniaoce muy similares a los d e n e u r o -
t r a n s m i s o r e s y d e l a rocfcpein. Es interesante notar 
que hay evidencia para la coordinación entre diferen­
tes STSffltms donde l o s p r c iduc t s d e una vía modulan la 
respuesta de otra vía ("diálogo" entre receptares). 

E s t u d i o s d e n u e s t r o l a t n r a t e r r i o s o b r e l o s m e c a n i s ­
mos m o l e c u l a r e s q u e p a r t i c i p a n e n l a i n d u c c i ó n d e l a 
maduración meiótica en oocitos de X. laevis indican 
que estas células responden a varias señales extrace-
l u l a r e s f p r o g e s t e r o n a , i n s u l i n a , a o e t i l c o l i n a ; y que 
existen vías paralelas para inducir la maduración. El 
enfoque actual abarca una anal isis d e l a e s t r u c t u r a 
d e l o s genes de proteínas involucradas en este 
proceso. 

R E C E P T O R E S DE I IMOSITOL T R I S F O S F A T O EN 
MEMBRANAS DE R E T Í C U L O S A R C O P L A S M A T I C O A I S L A D O 
DE MÚSCULO E S Q U E L É T I C O DE A N F I B I O . ( I n o s i t o l 
t r i s p h o s p h a t e r e c e p t o r a s i n s a r c o p l a s a i c 
r e t i c u l u a a e a b r a n e s i s o l a t e d f r o e a a p h i b i a n 
s k e l e t a l a u s c l e ) . H i d a l g o , C . y R o j a s , C . 
C e n t r o d e E s t u d i o s C i e n t í f i c o s d e S a n t i a g o y 
D e p a r t a a e n t o d e F i s i o l o g í a y B i o f í s i c a , 
F a c u l t a d d e M e d i c i n a , U n i v e r s i d a d d e C h i l e . 

S e h a p o s t u l a d o q u e e l i n o s i t o l t r i s f o s f a t o 
( I P 3 ) a c t ú a c o a o a e n s a j e r o q u í a i c o e n e l 
p r o c e s o d e a c o p l a a i e n t o e x c i t a c i ó n 

c o n t r a c c i ó n e n a ú s c u l o e s q u e l é t i c o . E x i s t e n 
n u a e r o s a s e v i d e n c i a s q u e a p o y a n e s t e a o d e l o s , 
e n t r e e l l a s s e h a d e a o s t r a d o q u e e l I P 3 a b r e 
l o s c a n a l e s d e c a l c i o d e l r e t í c u l o 
s a r c o p l a s a a t i c o ( R S ) . P o r t a l a o t i v o , h e a o s 
i n v e s t i g a d o s i e s t a s a e a b r a n a s p o s e e n 
r e c e p t o r e s a I P 3 , e n c o n t r a n d o u n a d e n s i d a d d e 
r e c e p t o r e s d e 1 -3 p a o l e s p o r a g d e p r o t e i n a , 
c o n un K d d e 0 . 1 - 0 . 2 uM. 

S e h a d e a o s t r a d o q u e l o s c a n a l e s d e c a l c i o 
p o s e e n s i t i o s d e u n i ó n a r y a n o d i n a , p o r l o 
c u a l s e i n v e s t i g ó s i l o s r e c e p t o r e s d a 
r y a n o d i n a a i s l a d o s y a l t a a e n t e p u r i f i c a d o s 
u n e n I P 3 . S e e n c o n t r ó q u e l o s r e c e p t o r e s a 
I P 3 n o c o p u r i f i c a n c o n l o s r e c e p t o r e s a 
r y a n o d i n a , i n d i c a n d o q u e l o s c a n a l e s d e 
c a l c i o s e n s i b l e s a I P 3 s o n d i f e r e n t e s a l o s 
a o d u l a d o s p o r r y a n o d i n a . E s t o s r e s u l t a d o s 
d e a u e s t r a n q u e l a s a e a b r a n a s d e RS p o s e e n a l 
a e n o s d o s t i p o s d i f e r e n t e s d e c a n a l e s d e 
c a l c i o . S e d i s c u t i r á l a p r o y e c c i ó n d e e s t o s 
r e s u l t a d o s e n t é r a i n o s d e l o s a o d e l o s 
p o s i b l e s d e a c o p l a a i e n t o . 

ONCOGENES Y PROLIFERACIÓN CELULAR. (Oncogenes and c e l l 
p r o l i f e r a t i o n ) . S a n t o s , M. Depto. B i o l o p í a C e l u l a r y Ge­
n é t i c a , Facul tad de M e d i c i n a , U n i v e r s i d a d de C h i l e . 

Las c é l u l a s normales pueden d i v i d i r s e o permanecer en 
reposo p r o l i f e r a t i v o pues cuentan con mecanismos e s p e c í ­
f i c o s que regu lan su p r o l i f e r a c i ó n . T a l e s mecanismos se 
encuentran a l t e r a d o s en l a s c é l u l a s tumora le s , lo que de 
termina que é s t a s se m u l t i p l i q u e n y den l u g a r a l a fonrm 
ción de tumores. En los últ imos años se han acumulado 
e v i d e n c i a s que sug ieren que los genes que c o d i f i c a n para 
muchas si no todas l a s p r o t e í n a s r e g u l a d o r a s de l a p r o l x 
f e r a c i ó n c e l u l a r corresponden a proto-oncogenes . Mutacio^ 
nes puntuales o reordenamientos cromosómicos que a fec ten 
a l o s pro to -oncogenes , pueden a c t i v a r l o s c o n v i r t i é n d o l o s 
en oncogenes , con los cons igu ientes cambios en l a e s t r u £ 
t u r a , función o n i v e l e s c e l u l a r e s de la s p r o t e í n a s corres^ 
pondientes ( o n c o p r o t e í n a s ) . La transformación c e l u l a r re 
s u l t a de l a acción concertada de oncoprote ínas p a r t i c u l a ­
res que i n t e r f i e r e n con la f u n c i o n a l i d a d d e , a l menos, 
dos compartimientos s u b c e l u l a r e s c l a v e s en l a r e g u l a c i ó n 
de l a p r o l i f e r a c i ó n c e l u l a r , como es el caso de l a membra_ 
na p lasmát ica y del núc leo . En consecuenc ia , l a p r o l i f e r a ^ 
ción de l a s c é l u l a s tumorales adqu iere una antonomía que 
práct icamente l a s independiza de l a acción de f a c t o r e s ex 
t e m o s y l a s hace capaces de i n i c i a r un nuevo c i c l o de dT 
v i s i ó n inmediatamente después de f i n a l i z a r el precedente . 
En e s t e contex to , cabe d e s t a c a r l a homología e s t r u c t u r a l 
y funcional e x i s t e n t e entre a lgunas oncoprote ínas y a l g u ­
nos elementos p a r t i c i p a n t e s en l a transducc ión de señales 
conducentes a un s ó l o c i c l o de d i v i s i ó n . En e f e c t o , en­
t r e l a s oncoprote ínas se ha encontrado s í m i l e s ac t ivados 
de f a c t o r e s de c r e c i m i e n t o , de receptores para l o s mismos, 
de p r o t e í n a s t ransduc toras t i p o G, de q u i n a s a s , e t c . , to 
dos l o s c u a l e s . d e una forma u o t r a determinan o contribu^ 
yen a que una c é l u l a transformada o cancerosa permanezca 
en continua p r o l i f e r a c i ó n . 

F i n a n c i a d o p o r FONDECYT 9 7 2 , N I H G M 3 S 9 8 1 Proyecto FONDECYT 1183/90. 
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TALLER INTERPELACIONES METABOLICAS ENTRE LAS PLANTAS 
Y SU ENTORNO 

Coordinadora: Dra. Luz María Pérez 

RESPUESTAS DE LAS PLANTAS A CONDICIONES DE 
ESTRÉS. (P1ant responses to stress condi t ions) 
Cardemi1 t L. Departamento de Biología, 
Facultad de Ciénc i as, Universidad de Chile. 

Las plantas, al igual que todos 1 os 
organismos vivos, responden a condiciones de 
estrés con sí ntesis de nievas prote í ñas. Entre 
éstas debemos mencionar a las proteí ñas 
universales de estrés térmico de 70 kDa y a la 
ubiquitina. Esto es lo que ocurre en dos 
plantas chilenas Prosopis chilensis y 
Araucaria araucana. donde los niveles de mRNA 
para ambas proteí ñas aumentan en forma 
significativa, con síntesis de novo de la 
prote í na de 70 k Da y aumento de ubiquitina. 
Ambas proteíñas protegen a la planta 

otorgandole termoto 1erancia al calor. La 
ubiquitina marca a las proteínas que han 
perdido su con-Formacion debido a la condición 
de estrés térmico, permitiendo que sean 
reconocidas por proteasas y degradadas. Por lo 
tanto, libera a la planta de moléculas 
incapaces de cumplir su funcion, quedando en 
las células só l,o las proteí ñas que tienen la 
estructura terciaria o cuaternaria adecuada 
para su funcional i dad. 

En ningún caso, las d a n t a s somet i das a 
estrés térmico sufren de una degradaci ón 
masiva de proteíñas. Tal degradación es un 
proceso extremadamente bien regulado en las 
plantas. Cualquier señal de estrés del medí o 
ambiente que pueda significar peligro de 
sobrev i vene ia para la planta, i nduce 1 a 
síntesis de un péptido pequeño que es 
inhibidor de proteasas. La presencia de tal 
inhibidor se debe a síntesis de novo de la 
molécula, provocada por señales químicas de 
metabolitos secundarios volátiles como es el 
ácido jasmónico. 

RESPUESTAS METABOLICAS DE LA CEBADA AL ESTRÉS HIDRICO Y 
BAJAS TEMPERATURAS. ( M e t a b o l i c responses o f b a r l e y to 
water and co ld s t r e s s ) . C q r c u e r a , L. J . , Z ú ñ i g a , S.E. У 
A l b e r d l , M. Departamento de B i o l o g í a , Facul tad de Cien­
c i a s , Un ivers idad de C h i l e ; I n s t i t u t o de B o t á n i c a , U n i ­
v e r s i d a d Austra l de C h i l e , V a l d i v i a . 

La escasez de agua y l a s b a j a s temperaturas son a l g u ­
nos de lo s f a c t o r e s ambientales más l i m i t a n t e s para el 
crec imiento de l a s p lantas en el mundo. A pesar de su 
importanc ia , l o s mecanismos moleculares de r e s i s t e n c i a 
a l a sequía y al f r í o son aún poco comprendidos. En e s ­
te t r a b a j o se pretende d i s c u t i r a lgunos de los cambios 
metaból icos que ocurren en l a s p l á n t u l a s de cebada (Нол. 
deum VUJLQOJUL) sometidas a es tos dos f a c t o r e s l i m i t a n t e s . 

P l á n t u l a s b a j o e s t r é s h í d r i c o acumularon p r o l i n a , gli_ 
c i l - b e t a í n a , g lucosa y l í p i d o s p o l a r e s . P l a n t a s t r a t a -
das a b a j a temperatura , en cambio, no acumularon p r o l i ­
na ni b e t a í n a , pero s í l í p i d o s p o l a r e s . La proporción 
del ác ido l i n o l é n i c o en v a r i a s f r a c c i o n e s de l í p i d o s p£ 
l a r e s v a r i ó s i g n i f i c a t i v a m e n t e . Este y o t r o s cambios me 
t a b ó l i c o s observados parecen tener importancia en l a 
adaptación al e s t r é s . Sin embargo, p lan tas sometidas a 
e s t r é s h í d r i c o se h i c i eron s u s c e p t i b l e s al ataque de á -
f i d o s . G l i c i l - b e t a í n a podr ía s er el f a c t o r s u s c e p t i b i l ^ 
z a n t e , pues aumentó l a reproducción de l o s insec tos a l T 
mentados con una d i e t a a r t i f i c i a l . 

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

DEGRADACIÓN DE L I G N I N A POR HONGOS Y B A C T E R I A S 
( L i g n i n d e g r a d a t i o n by f u n g í a n d b a c t e r i a ) . 
G o n z á l e z , B . L a b o r a t o r i o d e B i o q u í m i c a . 
F a c u l t a d de C i e n c i a s B i o l ó g i c a s . P. 
U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a de C h i l e . C a s i l l a 1 1 4 - D . 
S a n t i a g o , C h i l e . 

L a c e l u l o s a , l a h e m i c e l u l o s a y l a 
l i g n i n a s o n l o s c o m p o n e n t e s p o l i m é r i c o s 
p r i n c i p a l e s d e l a s e s t r u c t u r a s v e g e t a l e s . L a 
l i g n i n a e s t á f o r m a d a p o r m o n ó m e r o s d e l t i p o 
f e n i l p r o p a n o i c o u n i d o s p o r d i s t i n t o s t i p o s d e 
e n l a c e . P o r s e r i n s o l u b l e y e s t e r e o i r r e g u l a r 
e s d i f í c i l m e n t e a t a c a d a p o r i n s e c t o s y 
m i c r o o r g a n i s m o s , l o q u e l e c o n f i e r e a e s t a 
m a c r o m o l é c u l a un r o l p r o t e c t o r d e l a c é l u l a 
v e g e t a l . A p e s a r d e e l l o , l a l i g n i n a e s 
d e g r a d a d a b i o l ó g i c a m e n t e , p r o c e s o en e l q u e 
c i e r t o s g r u p o s d e h o n g o s j u e g a n un r o l 
f u n d a m e n t a l . 

E v i d e n c i a b i o q u í m i c a o b t e n i d a 
r e c i e n t e m e n t e i n d i c a q u e l o s h o n g o s 
l i g n i n o l í t i c o s p o s e e n un c o n j u n t o d e e n z i m a s 
e x t r a c e l u l a r e s c a p a c e s ele a t a c a r d i v e r s a s 
p r e p a r a c i o n e s d e l i g n i n a . P o r s u p a r t e , l a s 
b a c t e r i a s f i l a m e n t o s a s d e g r a d a n 
p r e f e r e n t e m e n t e 1 i g n o c e l u l o s a s d e p l a n t a s 
a n u a l e s , p r o d u c i e n d o i n t e r m e d i a r i o s d e l t i p o 
l i g n i n o s o . F i n a l m e n t e , e x i s t e n v a r i o s g r u p o s 
d e b a c t e r i a s c a p a c e s d e u t i l i z a r 
s u b e s t r u c t u r a s d e l a l i g n i n a como ú n i c a 
f u e n t e d e c a r b o n o y e n e r g í a . E n t r e e s t a s 
s u b e s t r u c t u r a s e s t á n l a s d e l t i p o 
a r i l g l i c e r o l - B - a r i l é t e r q u e c o n t i e n e n e l 
e n l a c e 0 - 0 - 4 , e l más a b u n d a n t e d e l a l i g n i n a . 
E s t o s c o m p u e s t o s d e b a j o p e s o m o l e c u l a r s o n 
l i b e r a d o s p o r l a a c c i ó n d e l o s h o n g o s e n 
a m b i e n t e s e n l o s q u e e s t á o c u r r i e n d o l a 
l i g n i n o l i s i s . De e s t a m a n e r a , b a c t e r l a s y 
h o n g o s a c t u a r í a n c o n j u n t a m e n t e e n l a 
t r a n s f o r m a c i ó n c o m p l e t a d e l i g n i n a a CO^. . 

INTERACCIÓN PLANTA-FITOPATDGENO: UN MODELO DE 
DEFENSA DEL TEJIDO VEGETAL. (Plant-
phytopathogen interaction: the plant tissue 
def ense mode 1 ) . Pérez . L. ti. Dep. Bioq. Biol. 
Molec., Fac. Cs. Quím. Farm., Univ. de Chile. 

Los tej i dos vegetales se encuentran 
expuestos a 1 ataque de fitopatógenos- Para 
de-fe nder se de esta agresión, poseen la 
i nformac ion génica que les permite sintetizar 
entre otros, a metabolitos secundarios, de 
bajo peso molecular, llamados fi toa 1 ex i ñas. 

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

La secrecion de enzimas hidrolíticas le 
permiten al patógeno disolver la pared celular 
vegetal, pero a su vez permiten generar 
fragmentos de pared celular que actúan como 
i nductores de la respuesta defensi va de la 
planta. 

El conjunto ds -Factores i nvolucrados en el 
reconocimiento del fitopatógeno y la planta, 
junto con los mecani smos defensi vos que ésta 
i nduce, se p1 antean en un mode1 o que puede ser 
resuelta exper imenta 1mente. El modelo es 
aplicable al mejoramiento genético de plantas 
sensibles al ataque por patógenos. 

Financiado por FQNDECYT (157/88) y 

2950-8923). 
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TALLLER IMPACTO DE L A BIOLOGÍA MOLECULAR Y CELULAR 
EN EL DESARROLLO DE LA BIOMEDICINA 

Coordinador: Dr. José Minguell 

LA FIBROSIS QUISTICA: UNA ENFERMEDAD PARA UN ESFUERZO 
CONJUNTO. Eguiguren. A.L.. Vergara, L., Hidalgo. J.. 
Riquelme.G., Liberona, J.L., Barros,F., Caviedes.R., 
Riveros.N., Orellana.0., Valenzuela.C., Largo.I., 
Avendafio.I., Latorre.J.C., Wolff,D. y Stutzin.A. (Pro­
yecto Nultidisciplinarlo en Fisiopatologia Molecular). 
Deptos. de Medicina Experimental, Fisiología y Biofí­
sica, Bioquímica y Biología Facultad de Medicina. U. de 
Chile,Centro de Estudios Científicos de Santiago(CECS), 
Depto. de Genética, Enfermedades Respiratorias y 
Anatomía Patológica Hosp. Calvo Mackenna y Fac.de Cien­
cias Universidad de Chile. 

La fibrosis quística(FQ) es la enfermedad genética 
recesiva letal mas frecuente en la población caucásica, 
con una frecuencia de 1/1800 en EEUU y 1/4000 en Chile. 
Esta enfermedad, descrita como una entidad patológica 
independiente en 1938, constituye hoy uno de loe mayo­
res desafíos para la medicina moderna, debido a 
su elevada frecuencia y costo vital. La sobrevida prome 
dio actual en Chile bordea los dos años, y la edad pro­
medio de diagnóstico es similar. El cuadro clínico se 
caracteriza por un compromiso multi-orgánico, afectando 
esencialmente las glándulas exocrinas. La causa de -muer 
te en la mayoría de los casos se debe a cuadros respira 
torios terminales. El defecto básico responsable de la 
expresión fisiopatológica parece ser una alteración en 
la permeabilidad de la membrana celular al cloruro. Con 
el clonamiento del gen de la FQ en 1969, ha comenzado 
una nueva etapa en la exploración de la enfermedad, en 
lo que se refiere a diagnóstico de certeza prenatal, 
identificación de o de las proteínas imitadas, manejo 
terapéutico y terapia genética. La convergencia de las 
diferentes disciplinas biológicas.básicas y clínicas es 
sin duda el camino que nos permitirá resolver este pro­
blema. El rol que juegan la biología celular y la biolo 
gía molecular, orientadas hacia la fisiopatología mole­
cular es crucial. Es nuestra intención 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.) 

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

Una de las etapas primarias en la iniciación 
del proceso hematopoyético, es el reconocimiento 
mutuo entre célula progenitora hematopoyética y estroma 
o microambiente medular. Este proceso implica finalmen­
te que la célula progenitura se ubica (homing) en 
un lugar preciso y recién allí es capaz de iniciar 
los procesos de proliferación y diferenciación celular. 
El mecanismo de homing implica a lo menos dos procesos: 
uno mediado por proteínas de anclaje, del tipo de 
lectina C que interactuan con manosil y galactosil 
glicocónjugados y otro mediado por proteoglicanos 
de superficie que interactuan con dominio tipo heparina 
en fibronectina. La acción concertada de estos procesos 
de adhesión determina especificidad e intensidad 
de adhesión. La posibilidad de manipular experimental-
mente estos mecanismos en "cosechas" de médula ósea 
humana (manejo ex-vivo) permitiría mejorar la capacidad 
de las células progenituras de "repoblar" mejor y 
mas precozmente la médula, al ser transfundidas 
(trasplantes de médula ósea) a pacientes con alteracio­
nes hematológicas o con tumores sólidos. 

En este taller se revisaran conceptos de interac­
ciones celulares adhesivas, su modulación por drogas 
y la potencialidad de estos tratamientos en terapias 
reconstitutivas de la función hematopoyética, por 
medio de trasplantes de médula ósea, en su variedad 
autóloga o alogénica. 

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

CIT0LISIS MEDIADA POR CÉLULAS Y SU APLICACIÓN TERA­
PÉUTICA. (Cell mediated cytolisis and its therapeutic 
application). Miranda, D*, Gaggero. A., sepúlveda.C?, 
Puente, j ! Depto. Bioquímica y Biología Molecular. 
Facultad Ciencias Químicas y Farmacéuticas1. Depto. 
Microbiología^ y Laboratorio de Inmunología^. Hospital 
Clínico, Facultad de Medicina. Universidad de Chile. 

La Citolisis mediada por células NK o células "agre 
soras naturales" es espontánea y se caracteriza 
por lisar células tumorales, transformadas por virus 
y bacteri as. Por esta razón, se les 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 citolítica lo que 
adquiere gran relevancia por las posibilidades terapéu­
ticas de las patologías ya mencionadas en las cuales 
la actividad citolítica es muy baja o nula. La linfo-
quina interleukina-2 (IL-2) es capaz de inducir 
una nueva actividad citolítica más amplia y más 
eficiente. En esto se basa la inmunoterapia adoptiva 
(anti-neoplásica) que utiliza linfocitos sanguíneos 
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 los mecanismos bioquímicos involucrados en la 
citolisis y en la futura aplicación de este abordaje 
terapéutico. 

Proyecto FONDECYT 90-1115. 

PATOLOGÍA CELULAR Y MOLECULAR DE LA LITIASIS BILIAR 
POR CÁLCULOS DE C0LESTEH0L. (Cellular and Molecular 
Pathology of cholesterol gallstones). Rigotti, A., 
Miguel, J.F. y Nervi, F. departamento de Gastroentero-
logía. Facultad de Medisina, P. Universidad Católica 
de Chile. 

Las enfermedades de la vesícula biliar son frecuen­
tes en Chile. Los cálculos de colesterol afectan 
a 35% de la población mayor de 20 a, de preferencia 
a mujeres (45%). Representan la causa de cirugía 
más común» y son el principal factor de riesgo de 
cáncer vesicular. Las fases críticas de la enfermedad 
son: 1. exceso de secreción biliar de colesterol; 
2. nucleación o cristalización del colesterol en 
la bilis; 3. crecimiento de cristales y aglomeración 
en cálculos. £1 colesterol se secreta en la bilis 
solubilizado en vesículas bilamelares de lecitina. 
Existen en la bilis al menos 15 proteínas (la mayoría 
también en plasma) que aceleran o retardan la nuclea­
ción. El mecanismo de secreción biliar de lípidos 
es poco conocida. Trabajos en colaboración (Dr. 
Garrido) demostraron el transportador vesicular 
de lípidos dentro del canalículo biliar (Hepatology 
1987; 7: 235), y otros (Dr. Brandan) demuestran 
la existencia de glicoproteínas asociadas a estas 
vesículas (Gastroenterology 1990; 98:A124). Hemos 
demostrado que tanto la esterificación hepática 
de colesterol cerno la producción y secreción sinusuoi-
dal de VLDL, modulan recíprocamente la cantidad de coles 
terol secretada a la bilis (J.Clin.Invest,1988;82:1818). 
En estudios recientes se ha determinado que las 
leguminosas aumentan la saturación biliar de colesterol 
(Gastroenterology 1989; 96: 825; J.Lipid Res.1989; 
30:1041) y por tanto, podrían ser un factor de riesgo 
de estas enfermedades. 

En este taller discutiremos protocolos experimenta­
les en uso, relacionados con secreción y nucleación 
de colesterol. 

http://Fac.de


TRABAJOS DE INCORPORACIÓN 

E S I t D I Q S EBL iBOmSHD ЕВ ЕВВЯЖКЖ DE Я К В И Т -
ПШЖЕПХЖ, (4) FOSFATO ВЯ MBdtANAS ЕВ ООСГЮ6 
ЕВ X. 1ABVIS. (Studies on t h e mechanism of 
d e g r a d a t i o n o f p h o s p h a t i d y l i n o s i t o l (4)phospbate 
in X. laevis o o c y t e mattoranea) Jacob. G. 
Departamento d e B i o q u í m i c a , Facultad d e Medicina, 
universidad d e O t i l e . ( P a t r o c i n i o ; J . я . Allende) 

El cacito de X. laevis ев un modelo e x p e r i m e n t a l 
q u e p e r m i t e e l e s t u d i o d e т я г и щ ' я г о в d s acción 
de hormonas, neurotranamisores y . f a c t o r e s d e c r e ­
c i m i e n t o . L o s OCCITQB r e s p o n d e n f r e n t e a a l g u n a s 
s e ñ a l e s y adamas la microinyección d e т И й aisla­
do de diversos tejidos c o n d u c e a i a expresión f u n ­
c i o n a l d e una s e r i e d e r e c e p t o r e s d e membrana. 
Esto ha m o t i v a d o e l e s t u d i o d e l ятягяяи d e t r a n s -
d u c c i ó n d s s e r i a l е е e x t e r n a s c u e involucra la acti­
vación da fosfolipaaa C, con la generación a par­
t i r de fosfatidil inmitnl (4,5)bisfosfato de los 
segundos m e n s a j e r o s inositol(1,4,5)trifosfato y 
diari Iglicerol. Bato o c u r r e c o n un amento del 
r e c a m b i o d e f b s f b i n o s i t i o b e y n u e s t r o interés se 
na c e n t r a d o e n e l e s t u d i o de las vías da síntesis 
y degradación de fosfatidilinositol(4¡fosfato. Bn 
este trabajo se identifica una a c t i v i d a d f o s f o r o -
n o a s t e r a s a e n membranas a i s l a d a s d e o o r r i r o s q u e 
bidrolisa al fosfatidilinositol(4¡fosfato a fosfa-
> м < И и п « < м y fosfato, y q u e e s i n h i b i d a e n un 
100% p o r fructosa (1,6)biefoefato (6 M) y ot-gli-
c e r o l f o s f a t o (10 Ш) y p a r c i a l m e n t e p o r í r u c t o s a -
(2,6)DÍAFOSFATO y fosfatidilglicerol. Por otra 
parte, se demues t ra l a p r e s e n c i a d e una a c t i v i d a d 
t i p o fosfolipasa С que actúa sobre fosfatidilino­
sitol con la gemraniftn d e inmitnl (1) fosfato y 
que no utiliza fosfatidilinositol(4¡ fosfato. Por 
LILT-INN ¿amblen s e e n c o n t r ó e n e l s i s t e m a fbefomo— 
NOBSTERASAS q u e c a t a l i z a n la hidrólisis de inosi­
tol t r i , di y monofoefato. 

Apoyado por КЖЯСгТ, The Council for Tobacco 
.Rosnaren y la Universidad de Chile. 

CARACTERIZACIÓN DEL 0 0 M M O CARBOMLO TERMINAL OE 
TUBUUNA POR ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA CON LA 
SONDA 4\6 CHAMIDINO-2-FENIUNDOL (Ffaoraeoence spectroacoplc 
charactsrtzation of the C-terminal domaki of tur**! wth I'fi 
diamfclno-2-pNxiylindol as a proba). Ofte . M.. y Monastsrto. Q. 
Departamento de Biología. FacuNad d e CiereS*. C S i l v » f » l c » 3 s O T * . 
La tubUins, un hsterodlmero de dos subunldaoss a y f j , poses un sMo 
de unión de ata afinidad para magnesio localizado en al aUo 
intercambiable del GTP (sirio E). Las protseies asociadas • mlcratubutos 
(MAPs) que estimulan la pollrrwrtzaclon, y posUement* calcio, qua la 
H i t a s e unen a la regita carteado terminal. 
Con el propósito de caracterizar al ano da unión de ra sonda 
fluorescente 4\6-olarrtf iro-2-renMndol (DAP1) y determinar 1« Irausncta 
de ia región carboxlo terminal sobra la estructure y fundón da la 
tubuNna, se realizaron estudios da •uorsscencis de la sonda en 
presencia de tubulina nativa y de los productos principáis» de la 
digestión de tubulina con subtIWna,unida a sonrosa. La distancia entra 
los snos de unión de DAPI y C o " en el ano E ss estimó en 83 A, a 
diferencia de toe 35 A determinados en forma preliminar. B máximo da 
emisión a 466 nm de DAPI libre en solución, experimentó un corrimiento 
hacia el rojo con el aumento o * 1* constante dWéctrica del sorvsnts. B 
máximo de emisión de la sonda en presencia de tubulina tuvo un 
corrimiento hacia el azul desde 486 nm s 462 nm. Indicando qua la 
sonda en el compie|o DAPI-tubulina » e encontrarla en un mlcroamblente 
Ndrofóbico de polaridad semejante a) laobutanol con algún grado de 
exposición al solvente. Producto de ta hUrtOas parda! de tuSUna con 
suWWna-agarosa, se aislaron dos frscclonwdepeptictos. unademayor 
masa molecular que contenía la rer>ónaiT*wter inM(S4ubueia)yo1ia 
los páptidos carboxlo terminal de aprccdmadamsnta 3 KDa provenisritM 
de las subunidades arfa y beta. La enética de digestión da la tubuBna 
seguida por SDS-PAGE fue al menos beática. Laa constantes de 
velocidad para la .primera fase de I* . digestión ds t u subunidades y 
fueron 1,31 x lO^/mtn y 3,35 x 10 /rrsn, respectivamente. La misma 
conducta con valores rumiares para las constante» de velocidad fue 
encontrada cuando se cuanuHcó la disminución d e la intensidad de 
fluorescencia o el corrimiento hacia el rojo del máximo ds unión da 
DAPI en presencia de la mezcla de tubulina y sus productos a dssranta* 
tiempos de digestión. El espectro de emisión da DAPI en presencia de 
S-tuoulina mostró un máximo de emisión a 460 nm y una Intensidad 
menor que la del complejo con tubulina. La adición da la fracción 
carboxlo terminal a la sonda sólo produjo un aumento de la 
fluorescencia en presencia de S4ubulins. 

Se concluye que el sitio de unión de la sonda se localiza en la S-tutxJina 
y es de carácter Ndrofóbico. y que lo* papudos carboxlo terminal 
interactúan con la S-tubutlna. 
Financiado por proyectos F O N D E C Y T 1 1 3 3 « y DTI. 

EFECTOS BIOLÓGICOS DEL ACEITE DE PESCADO EN SUJETOS 
NORMALES Y DISLIPIDEMICOS. ESTUDIO DOSIS RESPUESTA. 
( B i o l o g i c a l E f f e c t s o f F i s h O i l i n Normal and 
D y s l i p i d e a i c S u b j e c t s . A Dose E f f e c t S t u d y ) . S k o r i n C . , 
A r t e a g a A . , V i l l a n u e v a C . L . t Ouasch V . , A c o s t a A . N . y 
L e l g h t o n F. P . U . C a t ó l i c a de C h i l e . 

E s t u d i o s e p i d e a i o l ó g i c o s en e s q u i n a l e s s u g i e r e n que 
a c e i t e s de p e s c a d o » r i c o s en á c i d o s g r a s o s » 3 , t e n d r í a n 
un i a p o r t a n t e r o l en l a p r e v e n c i ó n de l a c a r d i o p a t í s 
c o r o n a r i a a r t e r i o e e c l e r ó t i c a . Á c i d o s g r a s o s w3 s e 
i n c o r p o r a n a aeabranaa y s e sabe que a o d i f i c a n una s e r i e 
de p a r á a e t r o s b i o q u í a i c o s . Se e s t u d i ó e l e f e c t o 
b i o l ó g i c o y l o s p o s i b l e s s e c a n i e s o s b i o q u í a i c o s de 
a c c i ó n con a c e i t e de p e s c a d o n a c i o n a l en s u j e t o B 
n o r n a l e s y d i s l i p i d é a i c o s que r e c i b i e r o n 2 , 4 y 6g 
d i a r i o s de á c i d o a g r a s o s w3. Se e v a l u a r o n 
f u n d a a e n t a l n e n t e p a r á a e t r o s q u e , de acue rdo a l a s 
t e o r í a s v i g e n t e s p a r t i c i p a r í a n en l a f o r a a c i ó n de p l a c a s 
a t e r o g é n i c a s : n i v e l e s de l í p i d o s c i r c u l a n t e s * p r o d u c c i ó n 
de e i c o s a n o i d e s , s t r e s s o x i d a t i v o y func ión p e r o x i s o a a l . 
L o s r e s u l t a d o s Muestran que EPA y DHA s e i n c o r p o r a n a 
f o s f o l í p i d o s en s u e r o y neabrs j ia a l a d o s i s aás b a j a 
u t i l i z a d a ( 2 g ) . Se o b s e r v a n c a a b i o s en l í p i d o s 
c i r c u l a n t e s con 4 y 6g de w3, e l a á s i a p o r t a n t e de é s t o s 
e s una d i s a i n u c i ó n de c a s i un 50X en l o s t r i g l i c é r i d o s 
t o t a l e s o de VLDL. TxB2 en s u e r o y LTB4 l i b e r a d o p o r 
c é l u l a s p o l i n o r f o n u c l e a r e s , d i a n i n u y e n cuando l a d o s i s 
de w3 e s de 4 o 6g d i a r i o s . La c a p a c i d a d a n t i o x i d a n t e 
d e l p l a a a a d i s a i n u y ó con e l consuno de a c e i t e s 
p o l i i n s a t u r a d o s i s i n e a b a r g o l o s n i v e l e s s é r i c o s d e 
v i t a a i n a E no s e a o d i f i c a n . No s e o b s e r v ó e f e c t o d e l 
a c e i t e de p e s c a d o en l a p r o d u c c i ó n de a c e t a t o o de 
cue rpos c e t ó n i c o s . 

( F i n a n c i a d o p o r F o n d e c y t 250/88 y PNUD CHI /88 /017) . 

COPOLIMEROS DE ACIDO GLUTAMICO Y TIR0SINA SON 
INHIBIDORES POTENTES DE LA CASEINAQUINASA I I DE 
00CIT0S DE X. l e a v i s (Copolymers of g lutamic a d d 
and t y r o s i n e are potents i n h i b i t o r s of case in k i -
nase I I from X. l a e v i s o o c y t e s . ) T é l l e z , R. 
Departamento de Bioquímica , Facul tad de M e d i c i n a , 
Univers idad de C h i l e . ( P a t r o c i n i o : D r a . Cather lné 
C o n n e l l y ) . 

P o H p e p t i d o s r i c o s en aminoic idos í c i d o s inhiben 
l a a c t i v i d a d de l a case fnaqulnasa I I de o o e l t o s de 
X. l a e v i s . La presenc ia de t i r o s i n a en e s to s po-
TTpet idos aumenta en forma n o t a b l e su capacidad 
i n h i b i d o r a . Esto o c u r r e tanto usando case fna como 
un pa'ptido s1nte"t1co, RRREEETTTEEEE, como s u s t r a ­
t o s . La proporción de t i r o s i n a en el p o l i p e p t i d o 
es importante Y se observo" que el mejor I n h i b i d o r 
de l a enzima es el p o l i g l u : t i r ( 4 : 1 ) , el cual t i e ­
ne un I50 de 20 nM. Este v a l o r es de 250 veces 
i n f e r i o r al I50 del homopolfmero de a'cido gluta-mi­
co de peso molecu lar semejante . 
La i n h i b i c i ó n por p o l i g l u : t i r ( 4 : 1 ) es de t i p o 
compet i t ivo con respecto a casefna como s u s t r a t o y 
puede ser r e v e r t i d a completamente aumentando l a 
fuerza I ó n i c a . 

La capacidad i n h i b i d o r a r e l a t i v a de l o s p o l l p é p t i -
dos a n a l i z a d o s e s , en orden descendiente : 
p o l i g l u : t i r ( 4 : 1 ) > p o l i g l u : t i r (1:1) > p o l i g l u > 
p o l i g l u : f e n 1 l a l a ( 4 : l ) ) p o l i g l u : a l a ( 6 : 4 ) > 
p o l i g l u : l e u ( 4 : 1 ) . 
El mayor e f e c t o i n h i b i d o r de p o l i g l u : t i r ( 4 : 1 ) se 
o b s e r v a también sobre l a a c t i v i d a d de c a s e f n a q u l ­
nasa I I de o t r o s o r i g e n e s , por l o cual parece ser 
un e f e c t o común sobre e s te t i p o de enzimas. 

Apoyado por FONDECYT, The Council f o r Tobacco 
Research y l a Univers idad de C h i l e . 



COMUNICACIONES LIBRES 

LAS PROTEÍNAS N0 HISTONICAS MATERNALES SE LOCALIZAN EN 
LA REGIÓN APICAL DE LAS LARVAS PLUTEUS DE Tetrapygus n i ­
g e r . (Maternal non (listones chromosomal p r o t e i n s are 
cTüstered in the a p i c a l r e g i ó n of Tetrapygus n i g e r p l u -
t e i l a r v a s ) . A b u t e r , E . , Puch i , M . , Imchenetzl<yT~M. 
Depto. B i o l o g í a M o l e c u l a r , Univers idad de Concepción. 

Las p r o t e í n a s cromosomales no h i s t ó n c i a s (PCNH) en 
eucar iontes son muy heterogéneas y t e j i d o e s p e c i f i c a s . 
A l a fecha se desconoce e l des t ino de la s PCNH de o v o c i ­
tos post - inseminación ( p . í . ) y su d i s t r i b u c i ó n d i f e r e n -
c i a l en e l embrión. Con e l o b j e t o de i n v e s t i g a r e s te 
problema en e l e r i z o de mar Tetrapygus n i g e r , se a i s l a ­
ron PCNH desde o v o c i t o s obteniéndose ant icuerpos ant i 
PCNH en c o n e j o s . Los sueros obtenidos fueron u t i l i z a d o s 
para d e t e c t a r l a p r e v a l e n c i a de l a s PCNH de ovoc i tos en 
es tados l a r v a l e s de d e s a r r o l l o por t écn icas de Western 
Blo t e inmunocitoquímicas. El s istema de detecc ión u t i ­
l i z a d o fue e l de s t r e p t a v i d i n a - b i o t i n i l a d a unida a pe -
r o x i d a s a como enzima marcadora. 

Los r e s u l t a d o s obtenidos u t i l i z a n d o Western B l o t de -
muestra l a p r e v a l e n c i a de l a mayoría de l a s PCNH mater -
ñas hasta e tapas l a r v a r i a s de d e s a r r o l l o . Mediante e l 
uso de t é c n i c a s inmunocitoquímicas se v e r i f i c ó l a presert 
c i a de PCNH provenientes de ovoc i to s solamente en núcleos 
de embriones . Con la t écn icas permeab i l i zac ión de lo s 
embriones en teros se l o g r ó determinar l a l o c a l i z a c i ó n 
p r e f e r e n c i a l de PCNH de ovoc i to s en l a zona a p i c a l de l a 
l a r v a de 72 horas p . i . 

Se d i scuten es tos r e s u l t a d o s en función del p o s i b l e 
ro l de l a s PCNH de ovoc i tos en l a determinación del l i ­
na je c e l u l a r . 

Financiado por Proyectos 20.31.17 y 20 .31 .35 , U n i v e r s i ­
dad de Concepción y FONDECYT 0789/88. 

0ETECCION DE AGENTES GENOT0XIC0S DIRECTOS E INDIRECTOS 
EN EXTRACTOS DE MATERIAL PARTICULADO DEL AIRE DE SANTIA_ 
GO, MEDIANTE EL TEST DE AMES(Assay o f d i r e c t and i nd i -
rect genotox ic agents in o r g a n i c e x t r a c t s from Sant iago 
a i r borne p a r t i c l e s . b y Ames t e s t ) A d o n i s , M . , S i 1 v a , M . , 
G a l l a r d o , F . , C á r d e n a s , S . a n c G i l . L . Departamento de B io ­
química , Facultad de Medic ina , Univers idad d e C h i l e . 

Hidrocarburos aromáticos po l i c í e 1 icos (HPAs) y n i t r o a r o ­
máticos (NA) han s i d o i d e n t i f i c a d o s como compuestos r e s ­
ponsables de la mutagenicidad de e x t r a c t o s de a i r e de d i ­
f erentes ciudades del mundo.. D iversos e s t u d i o s han seña­
lado a los nPAs como pre-mui:ágenosya que requieren ser 
ac t ivados por e l s istema endógeno de las monooxigenasas 
P-kSO. En cambio los NA podrían c o n s i d e r a r s e como mutáge-
nos d i r e c t o s , ya que no requ ieren de a c t i v a c i ó n m e t a b ó l i -
ca . Este e s tud io ha estado des t inado a determinar la mu­
tagen ic idad b a c t e r i a n a y la contr ibuc ión de HPAs yNA en 
la la mutagenicidad de e x t r a c t o s p a r t i c u l a d o s obtenidos 
del a i r e de Sant iago de C h i l e , e n t r e Febrero y Junio de 
1990 de un área de a l t a concentración de p a r t í c u l a s ( P l a ­
za I t a l i a ) . Los e s tud ios de mutagenicidad se r e a l i z a r o n 
con Salmonel la typhimurium TA98, TA98NR( d e f i c i e n t e en 
n i t r o r e d u c t a s a ) y TA 9 8 / 1 , 8 D N P ( d e f i c i e n t e en e s t e r i f i c a -
c ión h idrox i lamí n a ) ; según el p r o t o c o l o de Ames y c o l . 
Los e s tud ios de mutagenicidad b a c t e r i a n a r e v e l a r o n un 
potenc ia l mutagénico a l t o en todos los e x t r a c t o s a n a l i z a ­
d o s , obteniéndose una respuesta p o s i t i v a con la cepa TA98 
con y s in a c t i v a c i ó n rnetabó 1 i ca; s iendo mayor l a re spues ­
ta con a c t i v a c i ó n metaból i c:a(+S9) . Estos r e s u l t a d o s i n d i ­
can la presenc ia de HPAs en los e x t r a c t o s y nos sug i eren 
la presenc ia de NA.Los r e s u l t a d o s obtenidos con la cepa 
TA98NR, nos indicaron que la respuesta p o s i t i v a con la 
TA98( -S9) puede deberse a compuestos aromáticos n i t r o . 

Financiado por los proyectos FONDECYT 0863/88 y de la 
0£A. -

Recuperación de Lactasa de Kluyveromyces fragilis por 
permeabilización celular y su caracterización. (K. fragi^ 
lis B-galactosidase: extraction by cellular permeabiliza 
tion and characterization). Aguirre,C•, Curotto.B., 
O'Reilly.S., Cortés.Y. y Mancilla.C. Instituto de Quími 
ca. Universidad Católica de Valparaíso. (Patrocinio : 
G. González L.). 

La lactasa (E.C.: 3.2.1.23) de la levadura K. fragj. 
lis presenta un pH óptimo adecuado para la hidrólisis de 
leche y suero dulce, además es un sistema sanitario com­
patible de ser utilizado en alimentos. El objetivo de 
esta investigación es la permeabilización de K. fragilis 
para la extracción de la B-galactosidasa intracelular y 
su caracterización. Posteriormente se pretende irunovili 
zarla para la elaboración de un catalizador sólido utilT 
zable en la industria láctea. La permeabilización celu­
lar se realiza con alcohol isoamílico (A.I.), se estudia 
el efecto de la concentración de éste, el tiempo de agi­
tación, lavado de células y la concentración celular. 
Se analiza la difusión de la lactasa en función del tiem 
po a dos concentraciones de A.I. De acuerdo a los resuT 
tados obtenidos se observa permeabilización inmediata a 
baja concentración de A.I. (2i v/v). El lavado de las 
células disminuye el % de recuperación de la enzima, 
aumentando la estabilidad de ésta en el crudo. Con este 
sistema es posible permeabilizar células a concentrado 
nes entre 0.5-200 gr/L, sin lisis, obteniéndose una re­
lación lineal entre actividad enzimática y concentración 
celular. En cuanto a la velocidad de difusión de la lac 
tasa se observa una dependencia con la concentración de 
A.I.. La enzima presente en el crudo es activada por 
Mn +2, presentando un pH óptimo de 6.6 y una temperatura 
de mayor actividad a 37°C, Km 2.2mM Y Vmax. 30.93 mM/min 
(CNPG); Km 16.56 mM y Vmax. 14.45 mM/min (lactosa). Se 
observa un aumento en la estabilidad en presencia de di 
tioeritrltol en el almacenamiento (7°C) y pérdida de la 
actividad entre 40-S0°C a diferentes pHs en tiempos no 
mayores de 4 horas. 
Proyecto FCNDECYT: 0288-89. 

CARACTERIZACIÓN INICIAL DE UN SISTEMA IN 1/ITR0 PARA ME­
DIR TRANSPORTE DE HIERRO N0 ASOCIADO A TRANSFERRINA. 
( I n i t i a l c h a r a c t e r i z a t i o n o f an ¿N vWw system to deter_ 
mine n o n - t r a n s f e r r i n iron t r a n s p o r t ) . *Ahumada, A. y 
Núñez, M.T. Departamento de B i o l o g í a , Facul tad de C i e n ­
c i a s , Un ivers idad de C h i l e . 

El proceso de t r a n s p o r t e de Fe en r e t i c u l o c i t o s compren_ 
de cuatro pasos fundamentales: 1) Unión de Fe-Trans ferr i^ 
na ( F e - T f ) a su receptor ( R ) de membrana; 2) Endoc i tos i s 
del complejo t e r n a r i o R-Fe -Tf ; 3) D i s o c i a c i ó n del Fe del 
complejo t e r n a r i o por a c i d i f i c a c i ó n i n t r a v e s i c u l a r y ; 4 ) 
Reducción del h i e r r o y t r a n s p o r t e al c i toplasma para su 
incorporac ión en e l grupo Hem de l a hemoglobina. Esta 
últ ima etapa impl ica t r a n s p o r t e de Fe independiente de 
Tf . En e s t e t r a b a j o nosotros definimos un sistema mode 
l o "¿N \¡Ww" para e s t u d i a r el t r a n s p o r t e de Fe no a s o ­
c iado a Tf . 

Se prepararon fantasmas de r e t i c u l o c i t o s por l i s i s hipo 
tónica y c e n t r i f u g a c i ó n en g r a d i e n t e de s a c a r o s a . Los 
fantasmas se s e l l a r o n por incubación en s a l i n o con 1 mM 
M g 2 + . Como prueba de s e l l amiento se determinó l a permea. 
b i l i d a d de albúmina de bovino marcada con 1 2 5 I y l a ac 
c e s i b i l i d a d de l a g l i c e r a l d e h i d o 3 - P - d e s h i d r o g e n a s a . L o s 
fantasmas s e l l a d o s fueron examinados por microscopía de 
luz y e l e c t r ó n i c a de b a r r i d o y se h i c i eron medidas c ine 
t i c a s de incorporac ión de 5 9 F e . Los r e s u l t a d o s indican 
que i ) se cuenta con fantasmas s e l l a d o s que t ienen un 
sistema de t r a n s p o r t e de F e 2 + , i i ) l a i n t e r a c c i ó n de Fe 
con los fantasmas es s a t u r a b l e , y i i i ) el s istema de 
t r a n s p o r t e es a s i m é t r i c o respecto a l a dependencia a 
temperatura. 

Financiado por FONDECYT 1003-88 y D . T . I . B-2200. 
• B e c a r i o C0NICYT. 



RESÚMENES R369 

GRUPOS SULFHIDRILOS EN LA CARBOXIQUINASA FPSFOENOLPIRUVI_ 
CA DE cerevisiae. (Sulf hydryl groups in S. cerevisiae 
phosphoenolpyruvate carboxykinase). Alvear, M., Enei -
ñas, M. V, Jabalquinto, A. M_. y Cardemil, E. Dspartamento 
de QuTraica, Universidad de Santiago de ChiTe. 

La carboxiquinase fosfoenolpirúvica 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_ 
taenzftna posee sus 10 cisteínas/aubunidad como grupos SH li 
bres, y al menos dos residuos reactivos en el sitio de 
unión del nucleotido. Estos dos grupos se encuentran 
próximos, ya que puede demostrarse la formación de un 
ditiol (-S-S-), inducido por DTNB. Además, la enzima es 
inactivada por diversos reactivos específicos para grupos 
SH vecinos, y la modificación con pireno-iodoacetamida 
(aprox. 2 moles/mol subunidad) conduce a la emisión de 
fluorescencia característica Ce un excímero. La marca -
ci6n con pireno-maleimida (1 mol/mol subunidad), y la de_ 
teccion de dos péptidos fluorescentes luego de digestión 
tríptica, indican que en este caso se produce la marca -
ción 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 exposición al solvente, indicando una distinta 
orientación para ellos. 

Los resultados obtenidos permiten concluir cue la enzí 
ma de levaduras (tetrámetro, dependiente de ATP), presen 
ta dos sulfhidrilos vecinos, igualmente reactivos, en el 
sitio de unión del nucleotido. Este hecho constituye una 
diferencia importante con la enzima de hígado de rata (mo 
nomerò, dependiente de GTP), que presenta un sólo grupo 
SH reactivo en la zona equivalente. Por comparación de 
las secuencias primarias de diversas carboxiquinasas fo£ 
foenolpiruvicas dependientes de ATP y de GTP, se sugiere 
que uno de los grupos SH reactivos de la enzima de leva­
duras sería la Cis-286. Financiado por FONDECYT 88-1060, 
DICYT-USACH y TWAS-BC-898-119. 

U H P R 0 T E 0 6 L I C A H D E L A M A T R I Z E X T R A C E L U L A R M U S C U L A R , 
S I M I L A R A D E C O R I N A , A U M E N T A L U E G O D E D E H E R V A C I O H ( A 

mínele extra cellular matrix proteoglgcen, decorin-like, increase after 
denervation ). Andrade W. y Brandan E Unidad de Neurobiologia 
Molecular, Departamento de Biologia Celular y Molecular, Facultad de 
Ciencias Biológicas, P. Universidad Católica de Chile. 

El control de la expresión de macromoléculas presentes en la matriz 
extracelular (MEC) es un problema complejo y atractivo. Hemos 
demostrado que la denervación de músculo esquelético produce un aumento 
en la síntesis de proteogl gcanes ( PGs) presentes en la MEC. En este trabajo 
hamos caracterizado los PGs de MEC de músculo esquelético de rata y se 
identificò de ellos la especie que aumentaba con la denervación. 

La caracterización de los PGs presentes en la MEC de músculo esquelético de 
rata, revela la presencia de PGs de deparan, condroítín g de derrotan 
sulfato de diferente tamaño. La síntesis del PG de dermatán sulfato aumentó 
notoriamente tras la denervación del músculo. La caracterización de éste 
reveló un peso molecular de entre 8 0 - 1 1 0 Kda., el cual presenta un 
esqueleto proteico de 39 -43 Kda. Tanto el análisis de los carbohidratos, 
como del esqueleto proteico a través de tratamiento con proteasas, sugieren 
que el PG de dermatán sulfato se parece a decorine, un PG sintetizado g 
secretado por fibroblastos. La principal diferencia entre el PG muscular g 
decorine, radica en que este último tiene un peso de 1 1 0 - 1 2 0 Kd. Análisis 
de las cadenas de glicosaminogl gcanes (GAGs) revelan que la cadena del PG 
de decorina es de mayor tamaño que las provenientes del PG de dermatán 
sulfato del músculo. 

Estos resultados sugieren que la denervación del músculo esquelético 
produce principalmente un aumento en la síntesis de un PG de dermatán 
sulfato, el cual presenta similitud a decorina sintetizada por fibroblastos. 
Estamos identificando a nivel molecular este P G , asi como también el tipo 
celular responsable de su síntesis en al tejido muscular. 

Finanriado por Fondecut 569 -89e IFS 1 4 0 7 / 1 . 

OWACTERIZACICW DE U i ANTICUES PO MGMOCLOMM, CENTRA EL 
RgCEPTOK DE PIBRIHOGKHO № PLAQUETAS HUMANAS 
( C h a r a c t e x i z a t l o n o f a a o n e e l o n a l a n t i b o d y a g a i n s t 
human p í a t e l e t s f i b r i n o g e n r e c e p t o r ) . A r a n e d a . L . A . : y 
De I o a n n e S j A . E . Unidad I n m u n o l o g í a , P a c . O s . B l o l . , 
P . U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a d e C h i l l e . 

E l r e c e p t o r ( r e p ) d e f i b r i n ó g e n o ( f g ) en 
p l a q u e t a s humanas e s un d o m i n i o d e l c o m p l e j o fo rmado 
po r l a s g l l c o p r o t e i n a s I l b y I l l a . Su e x p r e s i ó n 
depende d e l a a c t i v a c i ó n p l a g u e t a r i a p o r d i v e r s o s 
a g o n i s t a s , d e l o s c u a l e s e l a á s I a p o r t a n t e e s e l ADP. 
A d o s e s , l a f o n a c i ó n d e e s t e c o m p l e j o y su r o l como 
r e p s o n d e p e n d i e n t e s d e c a l c i o . 

L a un ión d e l f g a l a s p l a q u e t a s e s d e t e r m i n a n t e 
e n l a f o r m a c i ó n d e l t a p ó n p l a q u e t a r i o : l a p r i m e r a 
b a r r e r a que Imp ide e l s a n g r a m i e n t o a l romper se un v a s o 
s a n g u í n e o . P a c i e n t e s c o n T r e m b á s t e n l a d e Glanzaarm 
s o n d e f i c i e n t e s en e l c o m p l e j o I I b / I l i a y , p o r l o 
t a n t o , s o n i n c a p a c e s d e u n i r f g y fo rmar e l t a p ó n 
p l a q u e t a r i o . 

D e s a r r o l l a m o s a n t i c u e r p o » m o n c c l o n a l e s ( N C ) , 
Inmunizando r a t o n e s B a l b / c c o n p l a q u e t a s humanas (PH) . 
De 133 AHC que s e unen a PH ( p a r I F I y E L I S A ) s ó l o 14 
s e unen a l c o m p l e j o I l b / I I I a ( p o r E L I S A c o n a n t i g e n o 
c a p t u r a d o ) . T r e s d e l o s 14 impiden p a r c i a l m e n t e l a 
a g r e g a c i ó n p l a q u e t a r i a e n forma d o s i s - d e p e n d i e n t e , y 
uno ( 3 O . 0 ) l a I m p i d e t o t a l m e n t e . E l AMC 3 0 . 0 , d e 
l s o t l p o I g G 2 a , a c o p l a d o a s e f a r o s a 4B p u r i f i c a , a 
p a r t i r d e un l i s a d o p l a q u e t a r i o , d o s p o l i p é p t l d o s d e 
p e s o s m o l e c u l a r e s a p a r e n t e s d e 130 y 92 KD e n 
c o n d i c i o n e s n o r e d u c t o r a s , y d e 120 y 100 KD e n 
c o n d i c i o n e s r e d u c t o r a s . La m i g r a c i ó n d e e s t o s 
p o l i p é p t l d o s e s s i m i l a r a l a r e p o r t a d a p a r a l a s 
g l l c o p r o t e l n a s I l b y I l l a . 

E s t o s r e s u l t a d o s s u g i e r e n que e l e p i t o p e que 
r e c o n o c e e l AHC 3CL0 e n p l a q u e t a s humanas s e r l a e l r e p 
d e l f i b r i n ó o e n o o un s i t i o muy c e r c a n o a é s t e . 

E l o b j e t i v o a l a r g o p l a z o d e e s t e t r a b a j o e s 
c a r a c t e r i z a r e l r e p e n c u a n t o a su d e p e n d e n c i a d e 
c a l c i o y a g o n i s t a s d e a c t i v a c i ó n , usando e l AHC 3 & 0 . 
ademas , p e r m i t i r é c u a n t i f l c a r e l r e c e p t o r y h a c e r e l 
d i a g n ó s t i c o d e p a c i e n t e s c o n T x o a b a s t e n i a d e 
Glanzaa rm. 

F i n a n c i a d o p a r c i a l m e n t e p o r FONDECrT y P . U . C a t ó l i c a . 

EFECTO DE L A ADMTB13TEACI0N KEOHATAL DE K P T P / k T P + , 
BEDQ Y 6 - O H D i SH EL SISTEMA DOPAMISEBOICO E3THIATAL SE 
L A B A T A . ( E f f e c t s o f t h e n e o n a t a l a d m i n i s t r a t i o n o f 
K P T P / K P P + , EEDQ and 6-OHDA i n t h e s t r i a t a l d o p a m i n e r ­
g i c s y s t e m o f t h e r a t ) . A r q u e r o s , L . y K u r r l n , L . C . 
S e r v . d e F l s i o p a t o l o g l a , P a o . X e d i o i n a f u n i r , d e C h i l e 
y D e p t . o f P h a r m a c o l o g y , U n i v . N e b r a s k a H e d i o a l C e n t e r 
BE, U S A . ( P a t r o o i n i o i U . C . I n e a t r o s a ) . 
S e i n v e s t i g ó l a d e s t r u o o i ó n s e l e c t i v a d e l a s n e u r o n a s 
d o p a m i n e r g i c a s n i g r o e s t r i a t a l e a m e d i a n t e d i v e r s o s n e u -
r o t ó x i o o s e n r a t a s r e o i e n n a c i d a s . 
A r a t a s d e 2 d í a s s e a d m i n i s t r ó i 1 ) B e u r o t ó x i o o d o p a m l -
n é r g i o o 1 - a s t i l 4 - f e n i l > 1 , 2 , 3 , 6 t e t r a h i d r o p i r l d i n a 
( H F T P ) O e u m e t a b o l i t o a c t i v o 1 - m e t l l , 4 - f e n i l p i r i d i -
nium IMPP+) p o r v f a i n t r a c e r e b r a l ( i . v . , 30-360 u g ) o 
s . c . (10-30 m g / E g ) . 2 ) DMI ( 2 0 m g / K g ) 7 e l n e u r o t ó x i o o 
m o n o a m l n é r g i o o d e 6 - h l d x o x i d o p a j a i n a ( 6 - O H D A ) 50 u g i . v . 
• n c a d a h e m i s f e r i o • 3 ) e l i n a o t i v a d o r i r r e v e r s i b l e d e 
r s o e p t o r e s N - e t o x i o a r b o n i l 2 - e t o x i l 1 , 2 - d i b i d r o q u i n o l i 
n a (BEDQ,) 10 -20 m g / K g i . p . Se d e t e r m i n ó Dopamina (DA)7 
DOPAC, n o r e p i n e f r i n a ( H A ) 7 r e c e p t o r e s D1 y D2 e s t r í a ­
t e l e s a l o s 4 - 6 0 d í a s . 
E l MPTP i . v . o s . o . n o c a u s ó a l t e r a c i o n e s e n l o s n i v e ­
l e s DA y DOPAC. X I H P P + 30 -6Oug i . v . r e d u c e e l o o n t e n l 
do d e DA y DOPAC a 24-27)6 y 47-50)6. D o s i s m a y o r e s s o n -

l e t a l e s . A d m i n i s t r a c i ó n s . o . da 20-25 m g / C g d u r a n t e 7 
d í a s d i s m i n u y e n l a DA (2l£) y DOPAC (1536). L a 6-OHDA 
p r o d u c e e n t r e l o s 4—60 d í a s d i s m i n u c i ó n d e l 99)6 d e l 
o o n t e n i d o d e DA y DOPAC. L a KA e n e l h i p o o a a p o no f u * 
a f s o t a d a y s e r e d u c e e n 30—40)6 e n e l e s t r i a d o . L o s r s ­
o e p t o r e s D1 e n números no c a m b i a n a l o s 4 d í a s p a r o a s 
t a n r e d u c i d o s en 30)6 a l o s 15 y 30 d í a s . L o s r e s e p t o -
r e s D2 e n número no s e m o d i f l o a n . E l EEDQ o a u s a una r e 
d u o o i ó n an r a o e p t o r e s DI y D2 (60)6 y 45?t) s o n un auaeñ 
t o d e DA y DOPAC s s t r l a t a l . ~ 

E s t o s d a t o s i n d i c a n que l a 6-OHDA y EKDQ p u e d e n u t i l i -
s a x s e p a r a d e t e r m i n a r l a i a p o r t a n o i a d e l t e r m i n a l d o p a 
m l n í r g i o o y / o n e u r o n a s i n t r a « a t r í s t a l e s e n e l d s a a x r o 
l i o d e l o s s i s t e m a s n e u r o n a l s * e s t r i a t a l e a . — 
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ACEITE DE PESCADO Y FUMCION PEROXISOMAL. ACC1ON 
SINERGICA CON DROGAS HIPOLIPIDEMIANTES. F i sh O i l «nd 
P e r o x i s o a a l Punet ion. Synergigm with Hypol ip idemic 
Drugs . B a r r i g a . C . , N í q u e l , A . , N e c o c h e a , C . , S o l í a de 
O v a n d o , F . , V e r a . G . * , L e i g h t o n , F . P. U n i v e r s i d a d 
C a t ó l i c a de C h i l e y ¿ U n i v e r s i d a d de C h i l e . 

Se e s t u d i ó s i l o s p e r o x i s o a a s p a r t i c i p a n en l a r e s p u e s t a 
b i o l ó g i c a a l o s a c e i t e s de pescado ( A P ) suminis trados 
en l a d i e t a . Los AP son r i c o s en ác idos g r a s o s w3 que 
son buenos s u s t r a t o s perox i somales . Se u t i l i z ó r a t a s 
a u s e n t a d a s con 10% o 18% de a c e i t e en l a d i e t a y , a l a 
vez , razones w3/w6 v a r i a b l e s por mezcla de AP y a c e i t e s 
v e g e t a l e s . Se h i c i e r o n observac iones en f r a c c i o n e s 
s u b c e l u l a r e s , en hepatoc i tos a i s l a d o s y en animal 
e n t e r o . Observamos que l a o x i d a s a p e r o x i s o a a l de ác idos 
g r a s o s es induc ida se lec t ivamente tanto por d i e t a s r i c a s 
en w3 COBO por l a droga h i p o l i p i d e m i a n t e b e z a f i b r a t o , 
y que e x i s t e s i n e r g i s m o . En hepatoc i tos a i s l a d o s se 
de tec tó auaento de l a función de Px en r e s p u e s t a a l 
incremento de w3/w6 en l a d i e t a . Se midió con v a r i o s 
s u s t r a t o s l a generac ión de H 2 0 2 y ace ta to l i b r e 
( a c t i v i d a d de Px) y de cuerpos ce tón icos ( a c t i v i d a d 
a i t o c o n d r i a l ) . Por s e r l o s á c i d o s d i c a r b o x í l i e o s 
s u s t r a t o s de Px, en animal entero se e s t u d i ó l a 
v e l o c i d a d de metabo l i zac ión d e l ác ido dodecaned io ico , 
encontrándose que ausenta en función d e l incremento de 
t#3/w6.En r a t a s t r a t a d a s con a c e i t e y , o , b e z a f i b r a t o s e 
encontró una e l e v a c i ó n s i g n i f i c a t i v a en l o s n i v e l e s 
b á s a l e s de ace ta to l i b r e p l a s m á t i c o , c a í d a de cuerpos 
ce tón icos y auaento de l o s á c i d o s d i c a r b o x í l i c o s c o r t o s . 
Conc lu íaos que , por p r i a e r a v e z , se d e t e c t a en a n i a a l e s 
normales l a a c t i v i d a d p e r o x i s o a a l de O-ox idac ión y su 
modi f i cac ión e x p e r i a e n t a l ; y que e l a c e i t e de pescado 
y l a s drogas h i p o l i p i d é m i c a s aumentan l a B-ox idac ión 
p e r o x i s o m a l , e x i s t i e n d o s inerg i smo e n t r e ambos. 
( F ina nc ia do por FONDECYT 250/88 y PNUD CHI/88 /017) 

P R O T E Í N A S SECRETADAS POR T r i c h o d e r m a h a r z i a n u m 
( P r o t e i n s s e c r e t a d by T r i c h o d e r m a h a r z i a n u m ) . 
B r a v o . R . . C h i o n q . M . . P é r e z . L . M . . D e p . B i o q . 
B i o l . M o l . , F a c . C s . Q u í r o . F a r m . . U n i v . d e C h i l e . 

U n o de los m e c a n i s m o s i n v o l u c r a d o s e n l a 
i n f e c c i ó n f ú n g i c a d e l a s p l a n t a s , e s l a 
s e c r e c i ó n de e n z i m a s q u e h i d r o l i c e n l o s 
c o m p o n e n t e s d e l a p a r e d c e l u l a r v e g e t a l . 

S e e s t u d i ó l a s o c r e c i o n de p e c t i n a s a 
( a P G A ) , e n d o g l u c a n a s a ( a C M C ) y c e l u l a s a t o t a l 
( a P F ) p o r e l h o n g o T . h a r z i a n u m c r e c i d o e n l o s 

s i g u i e n t e s m e d i o s de M a n d é i s a d i c i o n a d o s c o n : 
a> p e c t i n a c í t r i c a , ó b ) c e l u l o s a 
m i c r o c r i s t a l i na ó c> p e c t i n a c í t r i c a +• 
c e l u l o s a m i c r o c r i s t a 1 i n a . S e a n a l i z ó a d e m á s , e l 
p e r - f i l d e p r o t e í n a s e x c r e t a d a s e n c a d a 
c o n d i c i ó n p o r P A G E - S D S m e d i a n t e t i n c i ó n 
d i r e c t a c o n a z u l de C o o m a s s i e ó m e d i a n t e P L I S 
b l o t ( g l i c o p r o t e í ñ a s ) . 

L a a P G A s e d e t e c t ó s o l a m e n t é e n l o s medí os 
q u e c o n t e n í a n p e c t i n a , m i e n t r a s q u e l a s aCMC y 
a P F s e d e t e c t a r o n Bolamente e n los m e d i o s q u e 
c o n t e n í a n c e l u l o s a . L a c o m b i n a c i ó n de 
i n d u c t o r e s , m o d i f i c ó l o s n i v e l e s de a c t i v i d a d 
de l a s e n z i m a s e x c r e t a d a s , e s t i m u l a n d o l a 
a P G A . E l p e r f i l de l a s p r o t e í ñ a s e x c r e t a d a s e n 
c a d a s i t u a c i ó n d i f i e r e e n t r e s i , a ú n c u a n d o l a 
m a y o r í a dio u n a r e a c c i ó n p o s i t i v a a l s e r 
a n a l i z a d a s p o r P L I S b l o t ( g 1 i c o p r o t e í ñ a s ) . 

L o s r e s u l t a d o s p e r m i t e n c o n c l u i r : a ) u n 
m e d i o ( c ) s i m i l a r e n c o m p o s i c i ó n a l a p a r e d 
c e l u í a r v e g e t a 1, i n d u c e p r i n c i p a l m e n t e a l a 
a P G A , b ) l a e x c r e c i ó n de l a m a y o r í a d e l a s 
p r o t e í ñ a s e n l a f o r m a de g1 i c o p r o t e í ñ a s 
f a c i l i t a r í a s u a n c l a j e a l o s p o l i s a c a r i d o s d e l 
t e j i do v e g e t a 1 , d u r a n t e l a h i d r ó l i s i s de l a 
p a r e d c e l u l a r . 

F i n a n c i a d o p o r FONDECYT ( 1 5 7 / B B ) y DTI ( B 
2 9 5 0 - 8 9 2 3 ) . 

PRODUCCIÓN DE PROTEASAS EN CULTIVO DE TEJIDOS DE 
CflFICA CmwndaakwrcansdS ( P r o d u c t i o n o f p r o t e a s a s i n 
t i s s u e c u l t u r e o f C. candamarcwnsis). B u s t o s . R y 
Z ú ñ i o a . G . E . Depar tamento d e Q u í m i c a , F a c u l t a d d e 
C i e n c i a , U n i v e r s i d a d d e S a n t i a g o d e C h i l e , C a s i l l a 
5659-2 S a n t i a g o . ( P a t r o c i n i o : E j . C a r d e m i l ) 
L a s p r o t e a s a s c o n s t i t u y e n un g r u p o d e e n z i m a s d e 
a m p l i o u s o p o r e l hambre. M e d i a n t e l a t é c n i c a d e l 
c u l t i v o d e t e j i d o s v e g e t a l e s e s p o s i b l e o b t e n e r e s t a s 
e n z i m a s . S i n embargo , su a c t i v i d a d e s t a r e g u l a d a p o r 
d i v e r s o s componentes d e l med io d e c u l t i v o . En e s t e 
t r a b a j o s e d e s c r i b e n l o s e f e c t o s d e , a l g u n o s 
componentes d e l m e d i o d e c u l t i v o s o b r e l a a c t i v i d a d d e 
p r o t e a s a s d e c a l l o s d e C. candamáxrcensis. 
L o s c a l l o s fue ron o b t e n i d o s a p a r t i r d e p e c i o l o s d e 
p l a n t a s a d u l t a s , u t i l i z a n d o e l m e d i o NN sup lemen tado 
con a c i d o n a f t a l e n a c e t i c o y c i n e t i n a ( 1 : 5 p / p ) . S e 
e s t u d i a r o n l o s e f e c t o s d e l c o n t e n i d o d e n i t r ó g e n o , 
s a c a r o s a , v i t a m i n a s y f i t o r r e g u 1 a d o r e s s o b r e e l 
c r e c i m i e n t o d e l o s c a l l o s y su a c t i v i d a d p r o t e o l í t i c a . 
La a c t i v i d a d e n z i m a t i c a f u e e v a l u a d a d e t e r m i n a n d o l a 
c a n t i d a d d e c a s e í n a d e g r a d a d a , m e d i a n t e e l mé todo d e 
B r a d f o r d ( l i m i t e 0 .1 u g / m l ) . 

La a c t i v i d a d p r o t e o l í t i c a d e l med io c o n t r o l f u e 
s u p e r i o r a l a a c t i v i d a d d e e n z i m a s c o m e r c i a l e s como 
papa ína t i p o I V (SIGMA) y ou imopapa ína . A l d i s m i n u i r 
e l c o n t e n i d o d e s a c a r o s a d e l med io ( 2 , 5 a l 0 ,5%), s e 
o b t u v o una a c t i v i d a d e n z i m a t i c a mayor q u e en e l 
c o n t r o l . E l r e s t o d e l o s componen tes n o t u v i e r o n un 
e f e c t o p o r s o b r e e l c o n t r o l . 

L o s r e s u l t a d o s demuest ran q u e c a l l o s d e C. 
candávnarcansis son c a p a c e s d e p r o d u c i r e n z i m a s 
p r o t e o 1 i t i c a s i n vitro. cuya a c t i v i d a d depende d e l o s 
componentes d e l m e d i o d e c u l t i v o . E s t a c a p a c i d a d 
s u g i e r e e l p o t e n c i a l d e e s t a t é c n i c a en e l d e s a r r o l l o 
d e b i o r r e a c t o r e s pa ra l a p r o d u c c i ó n c o n t i n u a d e e s t o s 
m e t a b o l i t o s . 

F i n a n c i a d o p o r U n i v e r s i d a d d e S a n t i a g o d e C h i l e , DICYT 

EL RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EP1DERNAL SE 
ASOCIA AL CITOESQUELETO EN GLÁNDULAS GÁSTRICAS AISLADAS 
OE RATA- (Epidemial growth f a c t o r r e c e p t o r assoc i a t e s t o 
the cytoske le ton of i s o l a t e d r a t g a s t r i c g l a n d s ) . C a l d e ­
r ó n , F . , y Gonzá lez , A . Depto. de Inmunología C l í n i c a y 
Reumatologlal F a c . ¡Je" Medic ina y Depto . de B i o l o g í a 
C e l u l a r y M o l e c u l a r , F a c de C i e n c i a s B i o l ó g i c a s . P o n t i ­
f i c i a Univers idad C a t ó l i c a de C h i l e . 

El f a c t o r de crec imiento epidermal (EGF) además de su 
acción mitógenica , que e j e r c e sobre una gran v a r i e d a d 
de c é l u l a s con capac idad p r o l i f e r a n t e , inhibe l a s e c r e ­
c ión g á s t r i c a de HC1, e f e c t o que impl ica una acc ión 
sobre l a s c é l u l a s p a r i e t a l e s de l estómago. Es tas 
c é l u l a s son altamente d i f e r e n c i a d a s , no p r o l i f e r a n , y 
su c i c l o s e c r e t o r se acompaña de cambios m o r f o l ó g i c o s 
que a fec tan al po lo a p i c a l e invo lucran l a i n t e r v e n c i ó n 
de elementos de l c i t o e s q u e l e t o c e l u l a r . Hemos demostra­
do previamente que e l EGF es capaz de i n h i b i r e s t o s 
cambios y p lanteado que la función de l c i t o e s q u e l e t o de 
l a s c é l u l a s p a r i e t a l e s p o d r í a s e r a f ec tada por e s t e 
f a c t o r (González y c o i s . 1981.J. C e l l B i o l . 88 ,108 -114) . 

El receptor de EGF (R-EGF) es una p r o t e i n a de PM 170 
kDa que a t r a v i e z a l a membrana p l a s m á t i c a , exponiendo un 
dominio e x t r a c e l u l a r que une EGF y un dominio c i t o p l a s -
mático con a c t i v i d a d t i r o s i n a k i n a s a . En e s t e t r a b a j o 
damos e v i d e n c i a s , mediante inmunoblot c u a n t i t a t i v o , que 
e s t e receptor se a s o c i a al c i t o e s q u e l e t o de g l á n d u l a s 
g á s t r i c a s a i s l a d a s de r a t a . En e f e c t o , s ó l o un 30-50% 
del R-EGF es e x t r a í d o de l a s g l á n d u l a s incubadas en 
so luc iones de b a j a f u e r z a ión ica conteniendo 0,1 - 1,51 
T r i t ó n X-100. ( F i n a n c i a d o por FONDECYT #0249 /87) . 

http://Univ.de
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I M P O R T A N C I A DE UN RESIDUO DE A R G I N I N A EN EL S I ­
T I O A C T I V O DE B - L A C T A M A S A DE S h i g e l l a f i e x n e r i 
( I m p o r t a n c e o f an a r g i n i n e r e s i d u e on t h e a c t i v e 
s i t e o f 8 - l a c t a m a s e f r o m S h i g e ] 1 a f l e x n e r i ) . 
C a m p o s , H . , A l a r c ó n , M . , G o n z á l e z ' , H • , S l ñ c h e z , 
R. y C a r v a j a l , N . D e p a r t a m e n t o de Q u í m i c a , F a ­
c u l t a d d e C i e n c i a s , U n i v e r s i d a d de C o n c e p c i ó n . 

P a r a d e t e r m i n a r e l m e c a n i s m o de r e s i s t e n c i a b a £ 
t e r i a n a a a n t i b i ó t i c o s d e g r a n u t i l i d a d como l a s 
p e n i c i l i n a s y c e f a l o s p o r i n a s , e s v i t a l d i l u c i ­
d a r e l s i t i o a c t i v o de 6-1 a c t a m a s a s . E s t e e s t j ¿ 
d i o s e b a s a en l a p o s i b l e f u n c i ó n d e un r e s i d u o 
d e A r g en l a a c c i ó n d e l a 8 - l a c t a m a s a de S h i g e ­
l l a f l e x n e r i U C S F - 1 2 9 , c e p a p a t ó g e n a , c a u s a n t e 
d e g r a v e s e s t a d o s d i a r r e i c o s en l a p o b l a c i ó n i n 
f a n t i l . Se t r a b a j ó c o n e n z i m a p u r i f i c a d a p o r 
c r o m a t o g r a f í a d e a f i n i d a d en g e l e s d e a g a r o s a -
á c i d o f e n i 1 b o r ó n i c o . Se m o d i f i c ó q u í m i c a m e n t e 
l a e n z i m a c o n f e n i l g l i o x a l , en una r e l a c i ó n m o ­
l a r d e 1 / 8 3 0 , i n a c t i v S n d o s e en l o s p r i m e r o s 20 
m i n u t o s de l a r e a c c i ó n , en p r e s e n c i a d e f o s f a t o 
s ó d i c o 50mM pH 8 , 3 , c o n una c o n s t a n t e d e i n a c t i _ 
v a c i ó n de 0 . 9 1 m i n " 1 . P o r e l e c t r o e n f o q u e s e 
c o n s t a t ó su m o d i f i c a c i ó n , y a q u e s e d e t e c t ó una 
d i s m i n u c i ó n en e l p l , e q u i v a l e n t e a l a p é r d i d a 
de una c a r g a p o s i t i v a . E s t a f u e p r o t e g i d a p o r 
c e f r a d i n a , l o q u e i n d i c a r í a q u e l a m o d i f i c a c i ó n 
d e a r g i n i n a s e l l e v ó a c a b o en su s i t i o a c t i v o . 
Se c o n s t a t ó , p o r e s p e c t r o s c o p i a d i f e r e n c i a l , q u e 
e l p r o c e s o no c o n l l e v ó c a m b i o s c o n f o r m a c i o n a l es . 
R e s u l t a d o s s i m i l a r e s s e o b t u v i e r o n c o n 2 , 3 buta_ 
n o d i o n a . E s t o i m p l i c a r í a q u e un r e s i d u o d e a r ­
g i n i n a s e r í a c r í t i c o p a r a l a a c t i v i d a d de e s t a 
8 - l a c t a m a s a , p r o b a b l e m e n t e como e s t a b i l i z a d o r 
d e l s u s t r a t o q u e t i e n e l a c a r g a n e g a t i v a d e un 
g r u p o c a r b o x í l o en p o s i c i ó n C - 3 6 C - 4 , s e g ú n s i 
e s p e n i c i l i n a o c e f a l o s p o r i n a , r e s p e c t i v a m e n t e . 
F i n a n c i a d o p o r e l P r o y e c t o № 2 0 . 1 3 . 8 4 d e l a 
D . I . de l a U n i v e r s i d a d d e C o n c e p c i ó n . 

MODIFICACIÓN QUÍMICA DE LA FRUCTOSA-1,6-BISFOSFATASA CON 
FENILOLIOXAL. (Chemica l m o d i f i c a t i o n o f f r u e t o s e - 1 , 6 -
b i s p h o s p h a t a s e Mith p h e n y l g l i o x a l ) . Cárcamo. J . G . . 
R e v — • A . y S l a b e . 3 . C . I n s t i t u t o de B i o q u í m i c a , 
F a c u l t a d d e C i e n c i a s , U n i v e r s i d a d A u s t r a l de C h i l e , 
V a l d i v i a . 

La f r u c t o s a - 1 , 6 - b i s f o s f a t a s a es i r h i b i d a a l o s t e r i c a m e n t e -
p o r AMP < I o > ж 50 ц М ) . La m o d i f i c a c i ó n r e v e r s i b l e de la 
enz ima c o n 8 , 3 - b u t a n o d i o n a p r o d u c e un d e r i v a d o a c t i v o 
q u e e s menos s e n s i b l e a l n u c l e o t i d o ; e n e s t a s 
c o n d i c i o n e s se m o d i f i c a r í a un r e s i d u o a r g i n i n a po r 
subunidad ( M a r c u s , B i o c h e m i s t r y J S , 3505 , 1 9 7 6 ) . L a 
f o r m a c i ó n d e un d e r i v a d o e s t a b l e de l a enz ima c o n s t i t u y e 
un paso o b l i g a d o p a r a i d e n t i f i c a r e l r e s i d u o m o d i f i c a d o . 
En e s t e t r a b a j o s e c a r a c t e r i z ó l a m o d i f i c a c i ó n d e l a 
enz ima d e r i ñ o n d e c e r d o c o n f e n i l g l i o x a l , a g e n t e que 
fo rma un e d u c t o e s t a b l e c o n a r g i n i n a s a pH a c i d o 
( T a k s h a s h i , J . B i o l . Chan. g t 3 . 6 1 7 1 , 1 9 6 B ) . 

E l t r a t a m i e n t o d e l a enz ima c o n un e x c e s o molar d e 
1.10O v e c e s d e f e n i l g l i o x a l s o b r e subunidad d e enz ima 
p o r 30 min , a 30* С en a m o r t i g u a d o r b o r a t o 60 mM pH 7 , 8 
y e n p r e s e n c i a d e f r u c t o s a - 1 , 6 - b i s f o s f a t o 10 «ti, p e r m i t e 
o b t e n e r un d e r i v a d o c o n una b a j a s e n s i b i l i d a d al 
n u c l e o t i d o (LOO ~ 200 н М ) . O t r a s p r o p i e d a d e s c i n é t i c a s 
d e l a e n z i m a , como e f i c i e n c i a c a t a l í t i c a o a c t i v a c i ó n 
p o r c a t i o n e s m o n o v a l e n t e s , no s e a l t e r a n como 
c o n s e c u e n c i a d e l a m o d i f i c a c i ó n . La c i n é t i c a d e l a 
a l t e r a c i ó n d e l LOO e s d e s e u d o - p r i m e r o r d e n y e l 
d e r i v a d o a i s l a d o e s e s t a b l e e n a m o r t i g u a d o r f o s f a t o 
0 , 1 M pH 7 , 5 . En e s t a s c o n d i c i o n e s d e m o d i f i c a c i ó n se 
i n c o r p o r a 1 mol d e С 1 ' *C l ' f en i l g l i o x a l p o r mol d e 
subunidad d e e n z i m a . 

L o s r e s u l t a d o s mues t ran q u e e x i s t e un r e s i d u o d e 
a r g i n i n a p o r subunidad , compromet ido e n l a s e n s i b i l i d a d 
d e l a enz ima a l n u c l e o t i d o . A s i m i s m o , f e n i l g l i o x a l 
b l o q u e a s e l e c t i v a m e n t e y e n forma i r r e v e r s i b l e a e s t e 
r e s i d u o . ( F i n a n c i a d o p o r : DIC-UflCH, RS-89-37 y FCM)ECYT 
1 8 9 / 8 9 ) . 

REQUERIMIENTOS ESTRUCTURALES DE LAS ACEL-CARNTTI-
NAS COMO INHIBIDORES DE PROTÉINA KINASA C. (Structural 

requircments of acyl-camitínes as protein láñase C inhibitors). 
CáruenasX.. Morales. M N y Bronfman. M. Depto. Bioi. 
Cel.&Molec., Fac.Gen.Biol., P.Universidad Católica de Otile. 

Se han descrito varias moléculas capaces de activar o inhi­
bir la proteína kinasa C (pkC). De estas, resultan de particular 
interés dos familias de intermediarios metabólicos, los acil-
coenzimos A y las acil-carnitinas de ácidos grasos, como 
activadores e inhibidores respectivamente. Los estudios de la 
acción inhibitoria de las acil-camitinas sobre pkC contempla 
únicamente acil-camitinas homologas de ácidos grasos. La 
acción de los acil-CoA de ácidos grasos como activadores de 
pkC se ha estudiado en nuestro laboratorio (1 ) . Además he­
mos descrito la formación 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-cíimitinas de estas drogas 
actúen como inhibidores de la pkC. Con el objeto de verificar 
esta posibilidad y evaluar que tan general resulta el concepto 
de que un acil-CoA encuentra su contrapartida respecto de la 
actividad de pkC en su acil-camitina homologa, se sintetizaron 
químicamente las acil-carnitinas de dos drogas hipolipidémi-
cas, el 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 encontró una inhi­
bición del orden del 10% relativa a la palmitoil-camitina. 
Estos resultados sugieren una mucho mayor especificidad en 
términos de requerimientos estructurales del residuo acil en el 
caso de la acción inhibitoria de acil-camitinas respecto al 
requerimiento de residuo acil en la acción 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 802/96. 

POLI ADP-RIBOSILACION DE HISTONAS Y SU RELACIÓN CON EL 
PROCESO DE DIFERENCIACIÓN CELULAR EN EMBRIONES DEL ERI­
ZO DE MAR Tetrapygus nlger. (Relationshlp between histo 
nes poli ADP-riboíylation and diferentiation of sea ur-
chln Tetrapygus nlger embryos). Carrasco, U , Montee i -
no, M., Pucn iTX. Imsclienetzky, W. Departamento de 
Biología Molecular, Universidad de Concepción, CHILE. 

La poli ADP-ribosilación de histonas se ha relacio­
nado con procesos de diferenciación en cultivos celula­
res, sin embargo, no existe información sobre este tipo 
de modificación post-traduccional y su potencial función 
durante el desarrollo embrionario. 

Con.el objetivo de comprender mejor la relación en­
tre la poli ADP-ribosilación de histonas y la diferen -
elación celular durante la embrlogénesis se analizó la 
presencia de histonas poli ADP-ribosiladaS en diferen­
tes estados del desarrollo embrionario del erizo de mar 
Tetrapygus nlger mediante la técnica de Western Blot.los 
cuales fueron revelados con suero anti poli ADP-ribosa 
obtenido en conejos. Paralelamente se determinó In y_¿-
vo el efecto de la nicotinamida (como inhibidor de la 
poli AOP-ribosa sintetasa), sobre el desarrollo embrio­
nario. 

Los resultados obtenidos indican que existiría una 
notable poli ADP-ribosilación para una proteina básica 
de 58 KDa y para la hlstona H1. Se detectó además una 
reacción débil con el suero anti poli ADP-ribosa en la 
región en que migran las histonas del core nucleosomal. 

El tratamiento de embriones con nicotinamida detie­
ne la morfogénesis y al analizar las histonas purifica­
das de estos embriones se constata una alteración en la 
migración de Ht y H4. 
Financiado por proyectos FONDECYT 0789/88, 20.31.35 y 
20.31.17 de la Universidad de Concepción. 

http://Fac.Gen.Biol
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ALGUNAS PROPIEDADES DE LA ARGINASA DE RIÑON HUMANO. 
(SOME PROPERTIES OF HUMAN KIDNEY ARGINASE). C a r v a j a l . N . 
E c h e v e r r í a , V . , Godoy, M . , S i l v a , P . ) Departamento de 
B i o l o g í a M o l e c u l a r , u n i v e r s i d a d de Concepción. 

A d i f e r e n c i a de l a a r g i n a s a hepát ica l a enzima 
renal ha s ido muy poco e s tud iada d e b i d o , fundamentalmen 
t e , a que no se cuenta con una preparac ión razonablemen_ 
t e p u r i f i c a d a y e s t a b l e . En e s t e t r a b a j o , se d e s c r i b e 
un procedimiento de p u r i f i c a c i ó n que permite obtener 
una preparac ión altamente p u r i f i c a d a , a c t i v a y e s t a b l e . 
Para e l l o , hemos aprovechado que l a ENZIMA se r e t i e n e 
muy fuertemente en una columna DEAE-celulosa a pH 6.5 en 
T r i s - m a l e a t o 20 mM, MnCl. 2 mM y 2-mercaptoetanol 1 mM. 
En una e l e c t r o f o r e s i s en g e l e s de p o l i a c r i l a m i d a en pre 
senc ia de SDS, l a preparac ión obtenida presenta una ban_ 
da p r i n c i p a l (Mr = 37.500) y una o dos bandas contami -
nantes menores. En un ge l n a t i v o , se de tec ta só lo una 
e spec i e con a c t i v i d a d a r g i n é s i c a . Al ser a n a l i z a d a por 
f i l t r a c i ó n en Sephadex G-200 a pH 7.0 la enzima aparece 
como una p r o t e i n a de peso molecular ( M r ) de 120.000; a l 
remover e l metal a c t i v a d o r con EDTA, l a enzima se d i s o ­
c i a en subunidades i n a c t i v a s de Mr = 35.000 - 40.000. 
Los g r á f i c o s de dob le s r e c í p r o c o s de r e s u l t a d o s o b t e n i ­
dos e n t r e pH 7.0 y 9 .5 , presentan una d o b l e pendiente . 
En presenc ia de l i s i n a , los r e s u l t a d o s sug ieren l a p r e ­
sencia de dos t i p o s de s i t i o s en los cua l e s e l aminoác¿ 
do se comporta como un i n h i b i d o r compet i t ivo con respec^ 
to a l a a r g i n i n a . La d i f e r e n c i a aparente de a f i n i d a d 
e n t r e lo s dos t i p o s de s i t i o s desaparece al i n c l u i r KC1 
o NaCl 100 mM o al u t i l i z a r f o s f a t o de p o t a s i o o de so ­
d i o como amort iguador . 

Estos r e s u l t a d o s contras tan con los obtenidos 
para l a enzima del h í g a d o . 

Financiado por Proyecto FONDECYT 90/0261. 

METABOLIZACIÓN DE COMPUESTOS MODELO DE 
LIGNINA DEL TIPO ARILGLICEROL-0-ARILETER POR 
PSEUDOMONAS ALCALIGEKÍES. (Metabol ism o£ 
lignin model compounds of the arylglycerol-
0-arylether type by P.alcaligenes). 
Catalán.L.. Rfittimann,C., Rodriguez,M., 
González,B. y Vicuña,R. Laboratorio de 
Bioquímica. Facultad de Ciencias Biológicas. 
P. Universidad Católica de Chile. Casilla 
114-D. Santiago, Chile. 

La lignina es un componente 
principal de la madera y otros tejidos 
vegetales. Debido a su complejidad 
estructural, ha sido necesario el uso de 
modelos moleculares para estudiar la 
biodegradación de esta macromolécula. Al 
respecto, se han descrito bacterias capaces 
de utilizar compuestos modelo de lignina como 
única fuente de carbono. Nuestro grupo ha 
aislado y caracterizado dos cepas 
-Pseudomonas acidovorans y P.fluorescens- que 
crecen eficientemente en guaiacilglicerol-0-
guaiaciléter, un modelo 0-0-4. A la fecha, 
nadie ha purificado la enzima que cataliza la 
ruptura reductiva que ocurre en el enlace 
éter intermonomérico de estos modelos. 

Hemos aislado recientemente, 
mediante cultivos de enriquecimiento en un 
modelo 0-O-4, una cepa que hemos identificado 
tentativamente como P . a l c a l i genes VI. La vía 
bioquímica involucrada resultó similar a las 
otras dos cepas. Sin embargo, a diferencia de 
las anteriores, células de P.alcaligenes VI 
crecidas en medio rico mantienen la capacidad 
de degradar modelos 0-O-4. En este trabajo se 
describen, además, los esfuerzos realizados 
en la búsqueda de la la actividad " 0 -
eterasica", responsable de la reacción 
reductiva. El efecto de algunos inhibidores 
en la actividad degradativa de las tres 
Pseudomonas será también analizado. 

Este trabajo es financiado por el 
Proyecto FONDECYT 0218/88 

Í O T I 7 A C I O K M L PBOPSPTIDO ¡TATRIUBETICO A D Í I C u U U t K I 
ORABTJLOS DB AUSICELA DE R A T A . ( p r o - A H F p r o o a a a l n g i n 
s t r i a i s a o r s t o x y g r a n u l e s ) , C o r - t b o r n , J . , T h l b a u l t , 
O. y C a u t í n . M . C l i n l o a l B e s e a r o h I n s t t t u t e o f M o n ­
t r e a l , M o n t r e a l , Canada y S e r v i o io F i s i o p a t o l o g i a , f a 
oultad da X a d i o l n s f u n i v e r s i d a d d e C U I * . ( P a t r o o i n i o 
J . F . F e r r a i x a ) . 

D i Tersos aJtodoa b i o q u í m i c o s a i n a n i n o o l t o q u f s i o o a han 
d e m o s t r a d o qua a l p r o p a p t i d o n a t r i u r é t i o o a u x i o u l a r 
( P r o - A B P ) aa a l n a o e n a an forma i n t a c t a an l o a g r i m i -
l o a a s o r e t o r i o a a u r i c u l a r e s • E l p r o c e s a m i e n t o d a l 
p r o p é p t i d o an l o a f r a g m e n t o s A X » ( l - 9 8 ) y A J Í ( 9 9 - 1 2 6 ) 
¿ • b a r i a o o u r r i r d u r a n t e l a a x o o i t o s l s o an a l e a p a o i o 
e x t r a o . l u l a r • 
I I o b j e t i v o da a s t a a s t u d i o aa v a r i f l o a r a i l o a g r a n a 
l o a p u a d . n o o n t s n s r una a n s i m a qua p r o o a a a a l pro—psjT 
t i d o . Sa i n c u b a r o n g r a n u l o s U s a d o s y l a t r a n s f o r m a ­
c i ó n d a l p r o p a p t i d o s a s i g u i ó a t r a v o s da E I A a i n m u ­
n o b l o t o s a n d o t r a s a n t i g u a r o s . L o s a n t i s u s r o s e r a n a s 
p s o l f i o o s p a r a a l C - , a l B - t e r s i n a l o l a r a g i o n ( 9 4 - ~ 
1 0 3 ) . L a m a d u r a c i ó n d a l p r o p a p t i d o d e b i e r a r a o u l t a r 
an una r a p i d a d e e a p a r i o i ó n da l a inmunoraaotiTidad p a 
r a l a r e g i ó n 9 4 - 1 0 3 s i n d l a a i n u o l ó n da l a inmuno r a a o ^ 
tlTidad para C - y S - t a r m i n a l . L a i n o u b a o i o n d e g r a n u 
l o s i n t a c t o s an S a c a r o s a 0 . 2 $ II p o r 4 h a 37* C no r a 
aul to* e n d a g r a d a o i ò n d a l p r o p a p t i d o . Cuando l o a GRA­
nulos f u e r o n U s a d o s ( p o r T r i t ó n X T 1 0 0 , shook: o s a t f t i -
o o o s o n i o a o i ó n ) , t a s jpooo s e d.taotá una d i s m i n u c i ó n 
• s p s o í f i o a da l a r e g i ó n 9 4 - 1 0 3 . S o l o s o dstsottf una 
d a g r a d a o i ò n n o - a s p e o l f l o a da p r o - i l P p r o b a b l e m e n t e d* 
bido a una c o n t a m i n a c i ó n p o r p r o t e a s a s l i s o s o m a l e s ~ 
s i n f o r m a c i ó n da ABF ( 1 - 9 8 ) y ABF ( 9 9 - 1 2 6 ) . B a t a s i a 
t a n a i n v i t r o f u s v a l i d a d o p o r a d i c i ó n da t r o m b i n a — 

exógana qua p r o d u j o r a p i d a d e a a p a r i o i ó n da l a i nmuno-
r e a c t i v i d a d da 94—103. l a t o s d a t o s s u g i e r a n qua l o s 
g r a n u l o s a u r i o u l a r a a no j u a g a n un p a p a l en a l p r o o a a a 
miento da pro—ASF y que l a m a d u r a c i ó n daba o o u r r i r a 
un n i v a l e x t r a o a l u l a r . 

EXPRESIÓN DEL GEN DE LA CARBOXIQUINASA FOSFOEN0LPIRUVICA 
DE ¿. cerevisiae EN UNA CEPA DE LEVADURA DEFICIENTE EN 
LA ENZIMA. (Expression of the Ŝ . cerevisiae phosphoenol-
pyruvate carboxykinase gene in an enzyme-deficient yeast 
strainj. Ctiif f elle, I . , Castillo, A. y Carderoil, E. De­
partamento de Química, Universidad de Santiago de Chile. 

La carboxiquinasa fosfcenolpirúvica (PEPCK) de levadii 
ra cataliza la descarboxilación del oxaloacetato en pre­
sencia de ATP y Mn2 + p a r a dar fosfoenolpiruvato, ADP y 
CO2, y constituye una de las etapas reguladoras dé la 
biosíntesís de glucosa a partir de precursores de 3 y 4 
Stomos de carbono. Trabajos de nuestro grupo (Alvear y 
col., esta Reunión) sugieren la presencia de prunos -SH 
vecinos en el sitio de uni6n del ATP, pudiendo uno de 
ellos corresponde a la CÍS.-286. En esta comunicación, se 
informan los primeros resultados obtenidos en un proyec­
to a mayor plazo, tendiente a efectuar mutación sitio-di^ 
rigida para reemplazar este aminoácido. 

El gen de la enzima, clonado en el vector YEp352f_Stu-
cka et al. (1988) Nucleic Acids Res. 16, 10926], fue in­
corporado a la cepa mutante Ŝ . cerevisiae pUK-38, CT ura3 
adel pckl, a través de la técnica de transformación con 
acetato de litio. Se hicieron cultivos de ¿. cerevisiae 
(salvaje, muíante y transformada) en condiciones gluco -
neogenicas con piruvato como fuente de carbono, analizan 
dose la producción de PEPCK en extractos. A las 18 hrs. 
de crecimiento, se lograron actividades específicas de 
0,071, 0,001 y 0,175 U/mg para las cepas salvaje, imitan­
te y transformada, respectivamente. A partir de la cepa 
transformada, se purificó a homogeneidad la PEPCK, obte­
niéndose un rendimiento de 1,8 mg de enzima por gramo de 
células húmedas en comparación con un valor de aproxima­
damente 0,7 mg/g para la cepa salvaje. La enzima produ­
cida presentó idénticas características electroforéticas 
e inmunológicas 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. 
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ASCORBATO Y NADH COMO AGENTES REDUCTORES DE FERRICIANU­
RO Y F e 3 + UNIDO A TRANSFEPRINA ( T f ) . ( A s c o r b a t e andNADH 
as reducing agents f o r f e r r i c y a n i d e and t r a n s f e r r i n -
i r o n ) . E s c o b a r , A. y Núñez, M.T. Departamento de B i o l o ­
g í a , Facultad de C i e n c i a s , U n i v e r s i d a d de C h i l e . 

La incorporac ión c e l u l a r de F e 5 + unido a Tf es un pro 
ceso secuencia l en el cual l a a c i d i f i c a c i ó n de l a v e s í ­
cula e n d o c í t i c a promueve l a d i s o c i a c i ó n de F e 3 + e l que 
poster iormente es reducido y t r a n s p o r t a d o al c l t o s o l . 

Estudiamos l a etapa de reducción de F e 3 + en v e s í c u l a s 
e n d o c í t i c a s que contenían en su i n t e r i o r f e r r i c i a n u r o o 
5 9 F e - T f , u t i l i z a n d o como donantes de e l e c t r o n e s ascorba_ 
to o NADH agregados en e l medio e x t r a v e s i c u l a r . Ambos 
fueron capaces de r e d u c i r f e r r i c i a n u r o e i n d u c i r l a s a ­
l i d a de " F e desde el i n t e r i o r de l a v e s í c u l a . La redu£ 
ción mediada por NADH fue i n h i b i d a por a d r i a m i c i n a , un 
i n h i b i d o r de l a NADH-aceptor ox idoreductasa de membrana, 
y l a reducción mediada por a s c o r b a t o fue i n h i b i d a por 
g l u c o s a . Se observó un e f e c t o a d i t i v o sobre l a s cons -
tantes de v e l o c i d a d de reducción y s a l i d a de 5 9 F e cuan­
do ambos s u s t r a t o s se agregaron en conjunto . 

Concluimos que NADH y a scorbato pueden e s t a r involu -
erados en l a reducción ÁYI ¿¿fu del h i e r r o l a b i l i z a d o de 
T f , el primero como s u s t r a t o de un sistema transmembra­
na de t r a n s p o r t e de e l e c t r o n e s y el segundo mediante un 
sistema de t r a n s p o r t e y reducción no-enz imát i ca . 

Financiado por FONDECYT 1003-88 y D . T . I . Un ivers idad 
de C h i l e , B-2200. 

CLOMIS DB SECUENCIA ÚNICA DE DMA DE Ren i b a c t e r i na 
s a l a o n i n a r u a . S p e c i f i c DMA c l o n e s f r o a R e n i b a c t e r l u a 
s a l a w n i n a r u a . f t c h e o a r a v . J . P . . j t o T t l i i e z . M . A . . K r a u s k o p f . 
U , . , L e ó n . G . I n s t i t u t o de B i o q u i s i c a , F a c u l t a d de 
C i e n c i a s , U n i v e r s i d a d A u s t r a l de C h i l e , V a l d i v i a . 
La enfermedad b a c t e r i a n a d e l r i l ó n (BKD) c o n s t i t u y e una 
de l a s p a t o l o g í a s i n f e c c i o s a s que aás d a l o p r o v o c a n 
en a c u i c u l t u i a de s a l m o n i d e o s . Pa ra poder d e t e c t a r o v a s 
I n f e c t a d a s i n t r a c e l u l a r s e n t e , s e r e q u i e r e de métodos de 
d e t e c c i ó n r á p i d o s y e s p e c í f i c o s . Con e l f i n de o b t e n e r 
l a s sondas que p e r m i t i r á n d i s e l a r k i t s d i a g n ó s t i c o s , s e 
ha c o n s t r u i d o una g e n o t e c a de s e c u e n c i a s « n i c a s a 
p a r t i r d e l genosa de R e n i b a c t e r i u a s a l a o n l n a r u a . E l 
c l o n a a l e n t o s e l e c t i v o de s e c u e n c i a s p r e s e n t e s s ó l o en 
e l genosa de R . s a l a o n l n a r u a i a p l i c ó u t i l i z a r l a t é c n i c a 
de « a s o c i a c i ó n c o a p e t i t l v a a c e l e r a d a por f e n o l con e l 
p r o p ó s i t o de a b s o r b e r t o d a s l a s s e c u e n c i a s g é n i c a s 
comunes con o t r o s m i c r o o r g a n i s m o s . R e a l i z a d a l a 
l i g a c i ó n a l v e c t o r pUCIS se t r a n s f o r m a r o n c é l u l a s de 
S . c o l i DR5a. La i d e n t i f i c a c i ó n de l o s r e c o m b i n a n t e s s e 
r e a l i z ó por I n d u c c i ó n d e l gen que c o d i f i c a para 6 -
g a l a c t o s i d a s a d e l v e c t o r , c o n IPTG en e l med io de 
c u l t i v o c o n t e n i e n d o además e l c romógeno X - g a l . De l o s 
c l o n e s o b t e n i d o s , s e s e l e c c i o n a r o n 4 a l o s que se a i s l ó 
e l DHA y se d i g i r i ó con una mezc l a de l a s enz imas de 
r e s t r i c c i ó n Eco R í e Hlnd I I I , con e l o b j e t o de 
c o n o c e r e l t á s a l o d e l i n s e r t o . Por e l e c t r o f o r e s l s en 
g e l de a g a r o s a a l 1 . 2 » s e c o a p r o b ó que en t o d o s l o s 
c a s o s e l i n s e r t o no e r a s u p e r i o r a 150 p b . Se e s t u d i ó 
l a e s p e c i f i c i d a d de l o s r e c o m b i n a n t e s , sembrando por e l 
s i s t e m a en g o t a en p a p e l de n l t r o c e l u l o s a , d i f e r e n t e s 
c a n t i d a d e s de DMA c roaosomal e x t r a í d o de d i s t i n t a s 
b a c t e r i a s que también producen en fe rmedades en p e c e s y 
de o t r a s e n t e r o p a t ó g e n a s . Como sonda de h i b r i d a c i ó n s e 
u t i l i z ó e l DMA p l a s m i d l a l de cada c l o n marcado con 
f o t o b i o t l n a . A l menos por e s t e mé todo , l a s sondas 
r e s u l t a r o n s e r e s p e c i f i c a s ; no o b s t a n t e , e l l o s e e s t á 
comprobando además por h i b r i d a c i ó n en Southern 
u t i l i z a n d o e l I n s e r t o p u r i f i c a d o como sonda . 
P a r a l e l a m e n t e s e d e t e r m i n ó l a s e c u e n c i a n u c l e o t l d i c a 
d e l DMA de l o s 4 r e c o m b i n a n t e s s e l e c c i o n a d o s por e l 
método de S a n g e r . Con e s t a s sondas s e e s t á r a s t r e a n d o 
o t r a b i b l i o t e c a g e n é s i c a de R . s a l a o n i n a r u m . A s i se 
e s p e r a a i s l a r c l o n e s e s p e c í f i c o s de mayor tamato que 
s e r v i r á n para montar un p r o c e d i m i e n t o de d e t e c c i ó n en 
ba se a PCR. F i n a n c i a d o por P r o y e c t o P o n d e c y t 1 2 0 / 8 9 . 

CARACTERIZACIAN DB LAS GLICOPROTEINAS DE LA ZONA 
PELÚCIDA DB HAMSTER ( C h a r a c t e r i z a t i o n o f hamster 
zona p e l l u c i d a g l y c o p r o t e i n s ) . FFLFTTFLNFTRII n . , 
M e l é n d e z . J . . B e c k e r , , R a l l o s . C . • De I C a n n e s . 
A . E . L a b s . I n m u n o l o g í a y E m b r i o l o g í a , F a c . 
C i e n c i a s B i o l . P . U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a . 

En e l p r o c e s o d e f e c u n d a c i ó n d e l o s m a m í f e r o s , 
l a s g l i c o p r o t e l n a s que componen l a zona p e l a c i d a 
( z p ) j u e g a n un p a p e l r e l e v a n t e en l a un ión y 
p e n e t r a c i ó n d e l e s p e r m a t o z o i d e a t r a v é s d e e l l a . 
Con e l o b j e t i v o a l a r g o p l a z o de e s t u d i a r l a 
f u n c i ó n d e a c r o s i n a -una enz ima a c r o s o m a l - s o b r e 
l o s r e c e p t o r e s d e l a z p , hemos i n i c i a d o l a 
c a r a c t e r i z a c i ó n d e l o s componentes d e l a z p d e 
hamster med ian t e a n t i c u e r p o s i nonoc lona l e s ( A H C ) . 
Con e s t e p r o p ó s i t o , s e inmunizaron r a t o n e s B a l b / c 
machos con un e x t r a c t o d e z p d e hams te r . Con e l 
r a t ó n de me jo r t i t u l o d e a n t i c u e r p o s s é r i c o s , 
med ido m e d i a n t e I n m u n o f l u o r e s c e n c l a I n d i r e c t a 
( I F I ) con z p d e hams te r , s e r e a l i z ó una f u s i ó n 
s o m á t i c a pa ra o b t e n e r h i b r i d o m a s , l a s e l e c c i ó n d e 
l o s c u a l e s s e r e a l i z ó med ian t e I F I con z p 
o b t e n i d a s d e o v o c i t o s d e hembras d e hamster 
I n d u c i d a s a s u p e r o v u l a r . 

Se o b t u v o un p a n e l d e 8 AHC que r e c o n o c e n 
e p i t o p e s d e l a z p d e hams te r , l a m a y o r í a d e 
i s o t i p o I g G . A l e s t u d i a r s i e x i s t e r e a c c i ó n 
c ruzada con o t r a s e s p e c i e s d e m a m í f e r o s , s e 
e n c o n t r ó que l o s a n t i c u e r p o s 2D1 y 2H10 r e c o n o c e n 
ep i t o p o s p r e s e n t e s en l a z p d e humanos y de r a t ó n , 
r e s p e c t i v a m e n t e . Se e s t u d i ó e l e f e c t o d e l o s AMC 
e n e l s i s t e m a d e f e c u n d a c i ó n i n v i t r o d e hamster y 
s e e n c o n t r ó que e l a n t i c u e r p o 5C8 no a f e c t a l a 
p e n e t r a c i ó n d e l o s e s p e r m a t o z o i d e s a t r a v é s d e l a 
z p ; l o s a n t i c u e r p o s 7D9, 3F6 y 2H10 l a a f e c t a n 
p a r c i a l m e n t e y l o s a n t i c u e r p o s 4E11 y 2D1 l a 
a f e c t a n d r á s t i c a m e n t e . A c t u a l m e n t e s e e s t á 
c a r a c t e r i z a n d o Irasunoqulmicásente l o s « i m p o n e n t e s 
d e l a z p d e hamster r e c o n o c i d o s p o r e s t o s AMC. 

SECRECIÓN APICAL DEL ANTIGENO DE SUPERFICIE DEL VIRUS 
DE LA HEPATITIS B(HBsAg) EN CÉLULAS MDCK TRANSFECTADAS. 
( A p i c a l s ecre t i on of h e p a t i t i s B s u r f a c e ant igen from 
t r a n s f e c t e d MDCK c e l l s ) . Gonzá lez , A . , J u i c a , F . , y 
B u l l , P. Depto . de Inmunología C l í n i c a y Reumatologla , 
Facu l tad de Medicina y Departamento de B i o l o g í a C e l u l a r 
y M o l e c u l a r , Facul tad de C i e n c i a s B i o l ó g i c a s . P o n t i f i c i a 
U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a de C h i l e . 

Los mecanismos que u t i l i z a n l a s c é l u l a s e p i t e l i a l e s 
p o l a r i z a d a s para d e s t i n a r d i s t i n t a s p r o t e í n a s a su 
s u p e r f i c i e a p i c a l o b a s o l a t e r a l no han s i d o tota lmente 
d i l u c i d a d o s . Hepatoc i tos in fec tados con e l v i r u s de l a 
h e p a t i t i s B secretan b a s o l a t e r a l m e n t e hac ia e l compart i ­
miento sanguíneo tanto v i r i o n e s como p a r t í c u l a s s u b v i r a ­
l e s compuestas por e l ant ígeno de s u p e r f i c i e y l í p i d o s 
d e r i v a d o s de l a c é l u l a . Con la f i n a l i d a d de determinar 
si e s t e ant ígeno posee señales de d e s t i n a c i ó n que d e t e r ­
minen su secrec ión p o l a r i z a d a , se t r a n s f e c t ó un vec tor 
de e x p r e s i ó n conteniendo e l gen v i r a l S en c é l u l a s MDCK 
d e r i v a d a s de r iñon de p e r r o , y se examinó l a p o l a r i d a d 
de su secrec ión cu l t i vando e s t a s c é l u l a s en cámaras 
M i l l i c e l l . 

Se o b s e r v ó , inesperadamente, que l a p r o t e l n a v i r a l es 
s ecre tada pre ferenc ia lmente hacia e l po lo a p i c a l de la s 
c é l u l a s MDCK, es d e c i r , con una p o l a r i d a d opuesta a l a 
de l o s h e p a t o c i t o s , r e f l e j a n d o l a s profundas d i f e r e n c i a s 
e n t r e l a maquinaria e x o c í t i c a de e s to s dos t i p o s de 
c é l u l a s . Esta p r o t e l n a se puede u t i l i z a r como un 
nuevo modelo donde buscar seña les p e p t l d i c a s de d e s t i n a ­
c ión a p i c a l , que ademas podrían ser importantes en la 
b i o l o g í a de l v i r u s . 
( F i n a n c i a d o por F0NDECYT#1468/86). 

F i n a n c i a d o p o r PONDECYT: 577/89 y 4 9 5 / 8 9 . 
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CLDNAMIENTO Y EXPRESIÓN EN Escherichia c o U 
DEL SISTEMA DE MODIFICACIÓN-RESTRICCIÓN DE 
Bacillus stearothermophilus V. CARACTERIZA­
CIÓN ESTRUCTURAL. González. E. . Lobos, C , 
Padilla, C , Saavedra, C. y Vasquez, C. 
Laboratorio de Biología Molecular, Departa­
mento de Ciencias Biológicas, Universidad de 
Talca. 

Los genes que codifican para las enzimas 
del sistema de modificación-restricción. de 
B. stearothermophilus V (m BstVI y BstVI), 
han sido clonados en E. coli JM107. Se han 
aislado varios clones recombinantes en los 
que se ha detectado la presencia de un 
plasmidio híbrido, correspondiente al vector 
utilizado y un inserto de DNA termofilico de 
4.4 Kb. El fragmento clonado contiene ambos 
genes del sistema de modificación-
restricción, como lo indica el hecho que en 
los clones recombinantes, se ha detectado la 
actividad enzimatica correspondiente tanto a 
BstVI como a m BstVI. La expresión de estos 
genes se realiza a partir de sus respectivos 
promotores termofi 1 icos. 

La caracterización estructural de estos 
genes ha involucrado la confección de un 
mapa de restricción, secuenciación nucleo-
tídica parcial y subelonamienta de varias 
subfragmentos del inserto original. Lo 
anterior ha permitido configurar un esquema 
de la organización de ambos genes en el 
fragmento de DNA clonado. Experimentos 
actualmente en curso, se orientan hacia la 
identificación de las regiones que controlan 
la expresión de estos genes. 

Financiado por Fondecyt 003-89. 

CAMBIOS EN EL ENTORNO DE LOS TRIPTOFANOS DE LA 
PREALBÚMINA DURANTE SU INTERACCIÓN CON LA TI-
ROXINA. (Tryptophan environmental changes of 
prealbumin in its interaction with thyroxine). 
González, G. y Tapia, G. (Instituto de Química, 
Universidad" Catblica de Valparaíso) . 

La prealbúmina es una proteína plasmática 
que transporta la hormona tiroxina. La distribu 
ción de los residuos de aminoácidos en su es­
tructura tridimensional muestra que los dos úni^ 
eos triptófanos están localizados en diferentes 
entornos. Se demuestra por técnicas fluorescen 
tes que en la interacción tiroxina prealbúmina 
se producen fluctuaciones conformacionales que 
significan cambios en los entornos que rodean a 
los triptófanos. El apagamiento de los triptó­
fanos por la tiroxina aumenta a longitudes de 
onda más bajas. Esto implica que la emisión de 
la prealbúmina está compuesta de espectros su­
perpuestos y que las emisiones individuales son 
apagadas en grados distintos por la tiroxina. 
La adición de acrilamida resulta en un máximo 
de emisión desplazado a 348 nm indicando que la 
acrilamida apaga el residuo de triptófano menos 
expuesto. En presencia de tiroxina este máximo 
se desplaza a 355 nm. El espectro de excita­
ción es desplazado hacia el azul cuando se une 
la tiroxina. Esto es consecuencia del apaga­
miento por la tiroxina del triptófano menos ex­
puesto. En presencia de acrilamida el espectro 
de excitación se corre hacia el rojo por apaga­
miento del triptófano más expuesto. Estos resul 
tados demuestran que la tiroxina produce cam­
bios conformacionales en la prealbúmina al aso­
ciarse a ella. 

CROMATOGRAFÍA DE INTERCAMBIO IÓNICO A ALTA RESOLUCIÓN 
PARA LA SEPARACIÓN DE INTERMEDIARIOS DEL METABOLISMO 
DE GLUCOSA EN GOCITOS DE RANA. ( H i g h p e r f o r m a n c e - a n i ó n 
•xchange chromatography f o r t h e a e p a r a t i o n o f 
i n t e r a e d i a t e a g l u c o a e a e t a b o l i a n i n f r o g o o c y t e a ) . 
G u i x é . V . . F r a i l a r . A . y U r e t a . Т . . Depar tamento da 
B i o l o g í a , F a c u l t a d de C i e n c i a s , U n i v e r s i d a d da C h i l e . 

R e c i e n t e m e n t e Dionex ha i n t r o d u c i d o l a a e r l a da 
columnas BioLC pa ra l a s e p a r a c i ó n y d e t e c c i ó n da 
c a r b o h i d r a t o s . E l método aa baaa an a l uso da r e s i n a s 
p e l i c u l a r e a da i n t e r c a m b i o i ó n i c o que ausentan n o t a b l e ­
mente l a e f i c i e n c i a an l a aspar-ación da a s ú c a r e a . 
N u e s t r o Í n t e r e s en l a c u a n t i f i c a c i ó n da i n t e r m e d i a r i o s 
p r o d u c i d o e du ran te l a u t i l i z a c i ó n de g l u c o s a nos l l e v ó 
a e x p l o r a r una columna da i n t e r c a m b i o i ó n i c o Dionax 
Carbo Рас PA1 c o n e c t a d a a un HPLC y a un c o n t a d o r da 
c e n t e l l e o en l í n e a q u e , a pH 13 , p e r m i t a una buena 
a e p a r a c i ó n da -haxoaaa f o a f p r i l a d a a . La .co lumna a s 
c a l i b r ó con | U - C | g l c , | U - C | g l c 1-P, |u C | g l c 5 - P , 
|u C | f r u - 6 - P y |U C | f r u - l , e b i a P , c r o m a t o g r a f i a d a a 

p o r s e p a r a d o o en m e z c l a . 

Se p r e p a r a r o n e x t r a c t o a p e r c l ó r í c o a de o o c i t o s da 
rana m i c r o i n y e c t a d o a con 0 , 5 nmolea da |U C | g l c a 
incubadoa a d i f e r e n t e s t i empos b a j o a t m ó s f e r a do 0 - . 
Se m i d i ó i n c o r p o r a c i ó n de r a d i a c t i v i d a d en g l i c ó g e n o , 
C 0 2 e i n t e r m e d i a r i o s . A l o a 30 min da i n c u b a c i ó n a ó l o 
un I X de l a r a d i a c t i v i d a d a p a r e c e en C0_ y a l 99Я 
r e s t a n t e c o r r e a p o n d e en p a r t e a i g u a l e a a g l i c ó g e n o a 
i n t e r m e d i a r l o a . La c r o m a t o g r a f í a de l o a e x t r a c t o s p e r -
d ó r i c o s d e a p r o v i a t o a da g l i c ó g e n o p e r m i t i ó a e p a r a r 
numerosos i n t e r m e d i a r i o a . Comparando a l t i e m p o da r e ­
t e n c i ó n de e l l o a con l o s ea t ánda rea c o r r e a p o n d i a n t s a 
y po r t r a t a m i e n t o con enz imas e s p e c í f i c a a , aa pudo 
i d e n t i f i c a r g l e , g l c - l - P , g l c - 6 - Р , f r u - 6 - Р , 6 - P -
g l u c o n a t o y f r u - l , 6 - b i a P . Además hay a l g u n o s p i c o a 
cuya i d e n t i d a d deaconocenoa haa ta e l momento. 

F i n a n c i a d o p o r FONDECYT ( 1 2 6 7 / 8 8 ) y l a Fundación 
V o l k s w a g e n , A l e m a n i a . 

ANÁLISIS DE PARTÍCULAS NUCLEOPROTEICAS CROMOSOMALES. 
(Chromosomal nucleoparticles analysis) . Gutiérrez, S., 
Imschenetzky, M., Puchl, H. Departamento de Biología 
Molecular, Unlversldad deXoncepc1ón. 

A diferencia de las células somáticas, en ovoci_ 
tos del erizo de mar Tetrapygus niger los nucleosomas 
son atípleos, tanto en el taróno~"3eT ADN involucrado 
(131 pb) como en las proteínas que la conforman (varian_ 
tes de histonas, CS); las características estructurales 
de estas partículas son hasta la fecha desconocidas. 

Con el fin de obtener mayores precisiones sobre 
la organización estructural de los nucleosomas atípleos 
de ovocitos se describen diferentes métodos de aisla -
miento y análisis de núcleopartlculas utilizando los po 
linucleosomas derivados de eritrocitos de pollo como pí 
trón. Estas técnicas fueron aplicadas a núcleopartlcu­
las derivadas de ovocitos. 

Los resultados obtenidos de la separación en gra 
diente de sacarosa demuestran la existencia de dos po -
blaciones de núcleopartlculas de diferente densidad; 
una de el las corresponde a la fracción mono-nucleosomal 
mientras que la de más alta densidad correspondería a 
una estructura de orden superior estable. Estas núcleo 
partículas pueden ser posteriormente analizadas por ge-
les de agarosa mono y bldimensional, los cuales permi -
ten separar poblaciones de mono, di , tr i y hasta hexonu 
cleosomas los que pueden ser analizados posteriormente 
en cuanto a su contenido de ADN y proteínas. Al apli­
car este análisis a núcleopartlculas purificadas de ovo­
citos se constató sus diferencias estructurales con res 
pecto a las núcleopartlculas purificadas de eritrocitos 

Proyectos FONDECYT 0789/88; 20.31.17 y 20.31.35. Univer 
sidad de Concepción. 
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MORFOLOGÍA Y ULTRAESTRUCTURA DE LOS MASTOCITOS 
£N CONOS EFERENTES Y EPIDÍDIMO DE RATA. (Ultras 
tructure and morphology of mast cells in rat e-
fferent ducts and epididymis). Hey^n^R. y Mora-
les, B.A. Depto. Morfología Experimental, Facul 
tad de Medicina, Universidad de Chile. 

Los mastocitos (MC), componentes frecuentes del 
tejido conectivo intersticial (TCI) ovárico.pre 
sentan cambios morfológicos y cuantitativos cí­
clicos en respuesta al peak ovulatorio de LH; 
por ello, resultó de interés estudiar este tipo 
celular en el macho, y posteriormente proyectar 
su rol en la funcionalidad testicular. 
Se extrajeron testículos, conos eferentes y ep^ 
dídimos de ratas Donjou adultas, los que fueron 
procesados para M.O. y M.E.T.; además, se reali^ 
zó un recuento de los MC del TCI de estos órga­
nos en cortes longitudinales seriados, consig -
nando n a , ubicación y relaciones espaciales. 
El TCI testicular presenta muy escasos MC (0 a 
1 x campo), de ubicación libre intersticial o 
peritubular y en grupos perivasculares. En el e 
pidídimo el n f i de MC varía según la región duc-
tal (más en cabeza y cuerpo, escasos en cola); 
su ubicación es preferentemente perivascular y 
en menor grado peritubular. Su forma es oval, 
con un tamaño de 15 a 20um, algunos filopodios 
en la superficie y granulos citoplasmáticos PASt-
de 0,5 a 0,7um de diámetro, matriz homogénea y 
rodeados por una membrana. 
Esto concuerda con el tipo de MC "conectivo"des 
crito para otras especies.. El hallazgo de nume­
rosos mediadores químicos en los MC (Pg, Seroto 
nina y V I P ) , su mayor concentración en los co -
nos eferentes y su ubicación perivascular, su -
gieren un posible rol como intermediarios neuro 
endocrinos y paracrinos en la respuesta normo -
nal testicular. 

B-GLUCOSIDASA DE Penicillium purpwogenum: 
PURIFICACIÓN Y PROPffiDADES.(p-Glucosidase from 
Penicillium purpurogenum.Pariñcaüon and Characterization) 
Hidalgo. M.. Steiner. J.. v F.vzaguirre. J. Lab. Bioquímica, 
U.Católica, y Lab. Microbiología, U. de Chile, Santiago 

La degradación de la celulosa es un proceso importante en la 
naturaleza. Este proceso es llevado a cabo por la acción 
secuencial de un grupo de enzimas colectivamente llamadas 
"celulasas", producidas tanto por hongos como por bacterios. 
La enzima participante en la última etapa de esta hidrólisis es 
la B-glucosidasa, que corta celobiosa, generando glucosa. Se 
creció P. purpurogenum en un medio que conten] a como 
fuentes de carbono paja y salvado, ambos de trigo, y licor de 
ma¡z como fuente de nitrógeno. En estas condiciones se logró 
obtener, al cabo de 13 d¡as de cultivo, sobrenadantes con una 
actividad de 2,5 U/ml de B-glucosidasa. Se tomó los 
sobrenadantes, concentrándolos por medio de ultrafiltración y 
precipitación con sulfato de amonio. La enzima se purificó por 
filtración en gel (Bio-Gel P-300),cromatograf¡a de 
intercambio ienico (DEAE Bio-Gel A) y filtración en gel (Bio-
Gel P-100). La enzima es un monómero de 90.000 Da. SupI 
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 uM. La 
enzima muestra máxima actividad para hidrolizar PNPG a pH 
3,5, teniendo una temperatura "oprima" de 60 *. No se detectó 
la presencia de isoenzimas. Trabajo financiado en parte por 
proyectos FONDECYT 89-580 y 90-822. 

POTENCIACIÓN DE L A ACTIVIDAD DE PROTEÍNA KINASA C POR 
AOL-COENZIMOS A. EFECTO DEL TDX) DE INSATURACION Y 
ACTIVIDAD COMPARATIVA DE SERIES 0>-6 Y 0)-3. (Acyl-
Coenzyme A potentiation of protóin kinase C. Effect of 
unsaturation and comparative activily of o>-3 and o>-6 series) 
Hidalgo. P.. Morales. M.N.. v Bronftnan. M. Depto. Biol. Cel. 
& Molec., Fac. Cien. Biol., P.Universidad Católica de Chile. 

Resultados previos de nuestro laboratorio muestran que el 
palmitoyl-CoA y otros acil-CoA son activadores de la proteína 
kinasa C. El efecto requiere de fosfutidilserina (u otros fosfo-
lípidos acídicos), de Calcio, y de diacilglicerol o un ester de 
forból. El efecto se produce a concentraciones fisiológicas tanto 
de Calcio como de acil-CoAs (1,2). Dada la variedad de ácidos 
grasos presentes en la célula, que depende principalmente de la 
composición de dieta, se consideró de interés estudiar compara­
tivamente el 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 ácidos grasos saturados con 
largos de cadena superiores al palmítico (C16:0) mantienen una 
alta actividad potenciadora de la pkC, en comparación con el 
palmitoil-CoA, hasta un largo de cadena de 24 átomos de 
carbono, donde la capacidad potenciadora cae. Comparativa­
mente, los ácidos monoinsaturados y con dos insaturaciones son 
más activos que los saturados, especialmente el acil-CoA del 
ácido erúsico (C22:l). Los isómeros trans resultaron ser relati­
vamente más activos que los cis. Los ácidos poli-insaturados de 
la serie tn-6 tienen una alta capacidad potenciadora de la pkC 
relativa al palmitoil-CoA, especialmente el araquidonil-CoA. En 
contraste, la actividad potenciadora ele los ácidos poli-insatura­
dos de la serie m-3(eicosapentaenoico y docosahexahenoico) es 
menor que la del palmitoyl-CoA y notablemente más reducida 
que la serie aH>. (1) B.BJLC, 152:987-992 (1988); (2) Eur.J.Biochem, 
en prensa. Financiado por Fondeeyt 802/90. 

Actividad insecticida da cepas locales de 
Bacillus thuriengieniit < I n s e c t i c i d a l 
a c t i v i t y o f l o c a l s t r a i n s o f B a c i l l u s 
t h u r i e n g i e n s i s ) . E. Hubart. J. Saez, O. 
Vizcarra, P. Espinoza, R. Herrara, L . 
Meza-Basso. Prograna de Biología Vegetal, 
Universidad de Talca. 

S e ha d e s c r i t o l a e x i s t e n c i a d e una g r a n 
v a r i e d a d d e m i c r o o r g a n i s m o s d e l s u e l o 
p a t ó g e n o s a i n s e c t o s . E l d e m a y o r é x i t o e s 
B a c i l l u s t h u r i n g i e n s i s < B . t . ) | l a c e p a 
k u r s t a k i H D - 1 t e v e n d e c o m e r c i a l m e n t e p a r a e l 
c o n t r o l d e a l g u n o s l e p i d ó p t e r o s e n su e s t a d i o 
d e l a r v a . Se i n t e n t a , en e l p r e s e n t e 
t r a b a j o , l a b a t q u i d a d e c e p a s l o c a l e s B . t . 
c o n a c t i v i d a d i n s e c t i c i d a d i f e r e n t e a l a c e p a 
c o m e r c i a l . 
L a s m u e s t r a s d e t u l l o e n d i l u c i o n e s a d e c u a d a s 
t e t i m b r a r o n en p l a c a t d e a g a r n u t r i e n t e 
c o n t e n i e n d o l i t o z i m a , p e n i c i l i n a O y t u l f a t o 
d e p o l i m i x i n a . S e s e l e c c i o n a r o n a q u e l l a s 
b a c t e r i a l g r a m p o t i t i v a c o n c o l o n i a l c o n 
c a r a c t e r l i t i c a t m o r f o l ó g i c a » d t f i n i d a t , l a t 
q u i t i c r i c i i r o n i n c a l d o J y p o t t i r i o r m i n t e 
s e d i j a r o n e t p o r u l a r a t e m p e r a t u r a a m b i m t i . 
S i u t i l i z a r o n d i v i r t o t c r i t i r i o t d i s e l e c c i ó n 
q u i i n c l u y e n i t i n c i á n d e l c u e r p o p a r a t p o r a l , 
m i c r o s c o p í a e l e c t r ó n i c a d e l o t c r i t t a l n , 
i n m u n o - d o t s , i l e c t r o f o r e t i s de l a s p r o t e í n a s 
d i l o t c r i t t a l n y w i t t i r n b l o t t i n g t y l a 
c a p a c i d a d i n t i c t i c i d a d i l a s c e p a t c o n t r a 
l a r v a l d i H t l i o t h i s z e a . 
S i han a i s l a d o 10 c i p a i l ó c a l a s d i B . t . c u y a s 
t o x i n a s d i f l i r m m P . l i . a p . y c o n t o x i c i d a d 
d i f i r m t i a l a c i p a c o n t r o l H D - 1 . S i t r a b a j a 
•n » 1 a i s l a m i e n t o d i l o s p l a s m i d i o s 
c o d i f i c a d o r ! » d i l a s t o x i n a s y i n i l a n i l i s i t 
d e i t t o t c o n e n z i m a i d i r e s t r i c c i ó n . 
Financiado por PNUD/UNE8CO R L A 83/003/009 
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FLAVONOIDES COMO ESTABILIZADORES DE ACEITES DE PESCADO. 
UNA ALTERNATIVA AL USO DE ANTIOXIDANTES 
SINTÉTICOS. (F lavono ids as S t a b i l i z e r s of F i sh O i l . An 
A l t e r n a t i v e t o t h e U s e o f S y n t h e t i c 
A n t i o x i d a n t s ) . L e i g h t o n F . , R o j a s S . , * M o r a l e s , G. , 
• L o y o l a , L . y C o i s . U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a de C h i l e . 
^Univers idad de A n t o f a g a s t a . 

Los F lavonoidee const i tuyen una gran f a m i l i a de 
coapuestos n a t u r a l e s . Es tos e n t r e sus suchas 
p r o p i e d a d e s , presentan una a l t a a f i n i d a d p a r a u n i r s e a 
pol ímeros b i o l ó g i c o s e iones de s e t a l e s pesados; 
c a t a l i z a n e l t r a n s p o r t e de e l e c t r o n e s y actúan COBO 
a t r a p a d o r e s de r a d i c a l e s l i b r e s . Dadas e s t a s 
c a r a c t e r í s t i c a s , su l i p o s o l u b i l i d a d y o b s e r v a c i o n e s 
p r e l i m i n a r e s que demostraron que son capaces de r e d u c i r 
h i d r o p e r ó x i d o s , e s que se e s t u d i ó l a f a c t i b i l i d a d de 
u t i l i z a r l o s coso a n t i o x i d a n t e s en a c e i t e s 
p o l i i n s a t u r a d o s , e spec í f i camente , a c e i t e s de pescado. 
Se eva luaron a lgunos f l a v o n o i d e s comerc ia les conocidos 
y o t r o s de p l a n t a s n a t i v a s c h i l e n a s . 

Entre l o s f l a v o n o i d e s comercialmente d i s p o n i b l e s 
e s t u d i a d o s , q u e r c e t i n a mostró e l mayor e f e c t o 
a n t i o x i d a n t e en a c e i t e de pescado que conten ía 
aproximadamente un 30X de á c i d o s g r a s o s w3. Tres de l o s 
f l a v o n o i d e s a i s l a d o s de p l a n t a s n a t i v a s presentaron un 
potente a c t i v i d a d a n t i p e r o x i d a t i v a , comparable o mejor 
que l a de D L - a l f a - t o c o f e r o l . Se encontró , a l hacer 
mezclas , un marcado s inerg i smo e n t r e D L - a l f a - t o c o f e r o l 
y a lgunos f l a v o n o i d e s y , también entre d i f e r e n t e s 
f l a v o n o i d e s . Estos r e s u l t a d o s indican que una vez hechos 
los e s t u d i o s f i s i c o q u í m i c o s y t o x i c o l ó g i c o s , e s to s 
compuestos podr ían s e r usados coso a n t i o x i d a n t e s 
n a t u r a l e s en reemplazo de l o s compuestos s i n t é t i c o s 
u t i l i z a d o s actualmente . ( F ina n c i ado por Fondecyt 250/88, 
PNUD CH1/88/017 y P r o g . Es tudios Avanzados U. de C h i l e , 
A . V . ) . 

PURIFICACIÓN Y PROPIEDADES DE UNA AGARASA EXTRACELULAR 
DE UNA BACTERIA MARINA ( P u r i f i c a t i o n and p r o p e r t i e s o f 
an e x t r a c e l l u l a r agarast» from a marine b a c t e r i u m ) . 
León . Q . . Quintana . L . y S l e b e . J . C . I n s t i t u t o de 
B ioqu ímica . F a c u l t a d de C i e n c i a s , U n i v e r s i d a d A u s t r a l 
de C h i l e . V a l d i v i a . 

V a r i a s cepas de b a c t e r i a s a i s l a d a s de muestras de 
agua de mar de l a s Regiones V I I I y IX muestran 
a c t i v i d a d a g a r o l í t i c a , que s e o b s e r v a por l a formación 
de d e p r e s i o n e s y o r i f i c i o s en l a s u p e r f i c i e d e l a g a r , 
en p l a c a s de c u l t i v o . 

Con e l o b j e t o de e s t u d i a r l a s enzimas 
ex t r i c e l u l a r e s que i n t e r v i e n e n en l a degradac i ón de 
a g a r por e s t a s b a c t e r i a s , en e s t e t r a b a j o s e r e a l i z ó 
l a p u r i f i c a c i ó n y c a r a c t e r i z a c i ó n de una a g a r a s a de un 
a un b a c i l o Gram n e g a t i v o de c a r a c t e r í s t i c a s s i m i l a r e s 
a l a s d e l genero v i b r i o . 

La p u r i f i c a c i ó n se e f e c t u ó a p a r t i r de un 
sobrenadante l i b r e de c é l u l a s u t i l i z a n d o p r e c i p i t a c i ó n 
con s u l f a t o de amonio y c r o m a t o g r a f í a s en DEAE-ce lu losa 
y en Sephadex G-75. L a a c t i v i d a d de l a enzima s e 
determinó por e l aumento de l poder reductor a l u t i l i z a r 
agar como s u s t r a t o (Dygert S . y c o l . A n a l . Biochem. 
13, 367-37*., 1965) . 

L a a g a r a s a p u r i f i c a d a presen ta una banda p r i n c i p a l 
O 90 */.) en g e l e s de p o l i a c r i l a m i d a con SDS, que 
corresponde a un peso molecu lar de 66 .000. Posee un pH 
óptimo de 6 , 3 y , a d i f e r e n c i a de l a s a g a r a s a s 
previamente d e s c r i t a s , e s marcadamente i n h i b i d a por l a 
a d i c i ó n de d i v e r s a s s a l e s . Asimismo, e s t a enzima e s 
i n a c t i v a d a a temperaturas s u p e r i o r e s a 30° C y p r e s e n t a 
una a c t i v i d a d e s p e c í f i c a < 200 U/mg) mayor que l a 
o b t e n i d a p a r a a g a r a s a s p u r i f i c a d a s de o t r a s b a c t e r i a s . 

E s t o s r e s u l t a d o s s u g i e r e n que l a enzima p u r i f i c a d a 
e s d i s t i n t a a l a s a g a r a s a s p r o v e n i e n t e s de o t r a s 
e s p e c i e s . (F inanc iado por l o s p r o y e c t o s DIC-UACH S-90-
OE y FONDECYT 99/ 0 0 5 1 ) . 

NIVELES VARIABLES DE RECEPTORES DE EGF EN MUCOSA GASTRI 
CA NORMAL Y TUMORAL CUANTIFICADOS POR INMUNOBLOTT 
( V a r i a b l e l e v é i s of EGF r e c e p t o r s in normal and tumoral 
g a s t r i c mucosa q u a n t i f i e d by immunoblot) . Manzano, 
M . , V o l l r a t h , V . , Chi ana le J . , y Gonzá lez , A . Depto. 
de Inmunología C l í n i c a y Reumatologla , Departamento de 
G a s t r o e n t e r o l o g í a . Facul tad de Medic ina . P o n t i f i c i a 
U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a de C h i l e . 

El Factor de crec imiento epidermal (EGF) y su r e c e p t o r 
han s ido invo lucrado en l a patogenia del cáncer . Se ha 
d e s c r i t o un aumento en la expres ión de los r e c e p t o r e s 
de EGF (R-EGF) en cáncer g á s t r i c o comparados con l a 
mucosa normal y en algunos casos una c o r r e l a c i ó n con 
l a m a l i g n i d a d . Sin embargo, e x i s t e una gran heterogene i ­
dad en los n i v e l e s de r e c e p t o r e s c u a n t i f i c a d o s mediante 
unión de 1251-EGF a p r epa r ac ion e s crudas de membrana, 
e inc luso en algunos casos no se de tec tan . 

El cáncer g á s t r i c o t i e n e una f r e c u e n c i a mayor en C h i l e 
que en o t r o s p a í s e s . En e s t e t r a b a j o estudiamos los 
n i v e l e s de R-EGF en l a mucosa g á s t r i c a normal y tumoral 
en 18 p a c i e n t e s , mediante inmunoblot c u a n t i t a t i v o , 
u t i l i z a n d o un ant i cuerpo p o l i c l o n a l preparado contra 
R-EGF p u r i f i c a d o de p lacenta humana. En todas l a s 
muestras de membrana a n a l i z a d a s en cada caso en r e l a ­
c ión a p r o t e í n a s t o t a l e s y a a c t i v i d a d 5 ' n u c l e o t i d a s a 
se de tec tó R-EGF. La cant idad observada fue v a r i a b l e 
tanto e n t r e mucosas normales como e n t r e tumores, no 
encontrándose c o r r e l a c i ó n con e l t i p o de tumor. Además, 
se de tec tó mayor cant idad de R-EGF en 7 muestras de 
mucosa normal re spec to de l a tumoral y só lo en 5 tumo­
res comparado con la mucosa normal. La causa de l a s 
d i v e r g e n c i a s con o tros e s t u d i o s podr ían r e s i d i r en e l 
método de detecc ión u t i l i z a d o s en d i f e r e n c i a s p r o p i a s 
de e s t a p o b l a c i ó n . 
(F ina nc iado por FONDECYT #0249/87) 

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

La invasión leucémica de la médula ósea es un proceso 
por etapas en que la célula transformada se adhiere 
al estroma de la médula ósea a través de interacciones 
específicas que involucran moléculas de matriz extracelu-
lar (ME) e interacciones célula-célula. Producto de 
esta interacción, la célula expresa actividades hidrolíti 
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, específica 

para colágenos intersticiales y activable por tripsina, 

cuya actividad se correlaciona con la digestión parcial 

del estroma medular. 

Los estudios que ahora comunicamos sugieren que el 
fenómeno de adhesión a MIS (específicamente a Fibronecti-
na) podría constituir un mecanismo posible de inducción 
de esta actividad colagenolítica en un proceso mediado 
por receptores celulares del tipo integrinas. 

Se discute la posibilidad de que la interacción célula 
leucémica- fibronectina constituya un mecanismo de 
transducción de señales entre la superficie celular 
y el núcleo, que medie el fenómeno invasivo. 

Financiamiento: FONDECYT 39-990. 
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EFECTO SOBRE LA SÍNTESIS PROTEICA DE LA 
"IMPLANTACIÓN" in vitro. 

C Ef f ec t on protein synthesis of in vitro 
"implantation") . Mayor t R. , Baiza, , L. e 
Izquierdo, L- Depa r t amen to de Biolog í a, 
Facultad de Cisne ias, Universidad de Chile. 

Cultivando blastoe is tos de ratón in vi tro 
en medios enr iquec idos puede observarse una 
"implantac ion" carac terizada por la extensión 
y adhes ion sob re el sus t r a to de p1ás tico y po r 
la di f erenc iac ion de diversos tej idos. 
Útil izando met ionina~3ES hemos estudiado el 
efeto que tiene la "implantación" sobre la 
síntesis de proteínas, para lo cual comparamos 
eif.br iones que se " implantan" con otros cuya 
"implantac ion" se impide por una capa de 
agarosa sobre el plástico. En los embriones 
impedidos de implain^ar se observa la pérdida 
de zona pelúcida y el colapso de la cavidad 
blastocélica igual que en los normales. 

Las proteí ñas s i ntetizadas, tanto 
almacenadas como sec retadas, aumentan 
notablemente en los embriones "implantados" y 
muy es c asamen te en 1os i mped i dos de i mp1an ta r. 
También se observan en geles diferenc ias 
cualitativas. El efecte inhibitorio sobre la 
sí otesis proteica en embr iones impedidos de 
implantar es irreversible, aunque dichos 
embr iones implantan rápidamente en cuanto se 
el inúna la capa de agarosa. Nuestros 
resultados revelan un efec to estimulante de la 
"implantac iorí' in vi tro sobre la síntesis 
proteica, sin embargo dicho efecto no se 
mani f iesta cuando la "implantac ion* i n vi tro 
es di ferida por la capa de agarosa. 
Financ iado por Fondecyt y U. de Chile. 

ESTIMULACIÓN DE LA NUCLEOLOGENESIS POR HIPOMETILACIÓN 
DEL DNA EN CÉLULAS MERISTEMATICAS DE A . CEPA L . 
(S t imula t ion of n u c l e o l o g e n e s i s by DNA hypomethylation 
in meristematic c e l l s ) . rCRGUDICH.D. s L e y t o n . C ; 
S a n s , J . Dpto. B i o l . C e l . y Gen. F a c . Med. U. de C h i l e . 

Entre los procesos que ocurren a l f i n a l de l a 
m i t o s i s , se produce l a r e o r g a n i z a c i ó n núcleo l a r 
( n u c l e o l o g e n e s i s ) . Este evento , es dependiente de l a 
a c t i v a c ion de c i s t r o n e s r ibosomales . En estud íos 
p r e v i o s , hemos v i s t o , en c é l u l a s meris temat icas 
s i n c r ó n i c a s de r a í c e s de ftllium cepa L . que 
tratamientos con 5-AzaC (análogo de l a c i t i d i n a , y 
agente h ipómet i lante del DNA) , que invo lucren 
fundamentalmente l a primera mitad de l per iodo 
r e p l i c a t i v o de l DNA, a c e l e r a n la n u c l e o l o g e n e s i s . 

En e l presente t r a b a j o se e s t u d i a s i l a a c e l e r a c i ó n 
de e s t e p r o c e s o , inducida por 5-AzaC, se r e l a c i o n a con 
e l e f e c t o h ipomet i lante de e s t e a n á l o g o . Con e s t e f i n , 
se determinó mediante HPLC e l contenido de c i t o s i n a y 
meti l e i t o s ina en e l DNA, después de d i s t i n t o s 
tratamientos con 5-AzaC. Además, se anal izaron 
cambios en e l patrón de c o r t e , en s e c t o r e s 
p a r t i c u l a r e s del genoma ( c i s t r o n e s r i b o s o m a l e s ) , con 
l o s esquizómeros Hpa I I y lisp I . 

Los r e s u l t a d o s muestran que 5-AzaC provoca una c a í d a 
en a l r e d e d o r del 25'/. en e l contenido de 5metil 
c i t o s i n a de l DNA. Esta c a i d a se a s o c i a con un 
incremento importante de c i t o s i n a . DNAs obten idos de 
c é l u l a s t r a t a d a s con 5-AzaC presentan un patrón de 
c o r t e d i f e r e n t e con l a s dos enzimas de r e s t r i c c i ó n , 
detectado mediante h i b r i d a c i ó n con una sonda 
h e t e r ó l o g a de 1.7 Kb correspondiente a l rDNA 18 S de 
r á b a n o . 

Estos r e s u l t a d o s s u g i e r e n que l a a c e l e r a c i ó n de l a 
n u c l e o l o g e n e s i s , provocada por 5-AzaC, e s t a r í a 
r e l a c i o n a d a con h ipomet i l ac ión de un s e c t o r de lo s 
c i s t r o n e s r i b o s o m a l e s . 

Proyecto FONDECYT 89-818. 

INTERRELACION ENTRE REPLICACION DEL GENOMA Y TRADUCCIÓN 
DE GENES PARA HISTONAS EN EMBRIONES DE Tetrapygus n i g e r . 
( R e l a t i o n s h i p between ADN r e p l i c a t i o n and t r a n s i a t i o n 
of historie genes in embryos c f the sea urchin T e t r a p y -
gus n i g e r ) . Mer ino , V . , I n o s t r o z a , D . , Puch i , M . , Ims-
crienetzky, M. Departamento de B i o l o g í a M o l e c u l a r , U n i ­
v e r s i d a d de Concepción. 

En c é l u l a s somáticas l a expres ión de genes para 
h i s tonas e s tá acoplada a la r e p l i c a c i ó n del genoma. ÜU 
rante e l d e s a r r o l l o embrionar io de e r i z o de mar, t r e s 
grupos de genes para h is tonas son secuencialmente expre 
sados: ^las v a r i a n t e s a t í p i c a s CS p a r t i c u l a r e s de los 
es tados de segmentación, l a s v a r i a n t e s - c m a y o r i t a r i a s 
hasta l a e c l o s i ó n de l a s l a r v a s y l a s h i s tonas t a r d í a s 
s i m i l a r e s a h i s tonas somáticas que predominan en e s t a ­
dos l a r v a r i o s del d e s a r r o l l o . Las v a r i a n t e s t i p o CS de 
penden de l a r e p l i c a c i ó n s o l o a n ive l de su t r a d u c c i ó n , 
pero se desconoce l a eventual interdependencia e n t r e re_ 
p l i c a c i ó n y expres ión de h i s tonas t a r d í a s . 

Con e l o b j e t o de abordar e s te problema se inves^ 
t i g ó la r e l a c i ó n e n t r e s í n t e s i s de h i s tonas y r e p l i c a ­
c ión en e tapas de e c l o s i ó n y l a r v a r i o s de d e s a r r o l l o em 
b r i o n a r i o . Se determinó l a r e p l i c a c i ó n del genoma por 
incorporac ión de l?H] t i m i d i n a a A D N v la n e o s í n t e s i s 
de h i s tonas por f l u o r o g r a f í a de Ph 1] h i s tonas o b t e n i ­
das, a p a r t i r de c u l t i v o s incubados con una mezcla de 
L3H¡ aminoácidos . En experimentos p a r a l e l o s se u t i l i z ó 
« c amanitina como i n h i b i d o r de ADN pol imerasa y emet i -
na como i n h i b i d o r de t r a d u c c i ó n . 

Los r e s u l t a d o s obtenidos indican que l a e x p r e ­
s ión de genes de h i s tonas no e s tá acoplada a l a r e p l i c a 
c ión del genoma en l a etapa de e c l o s i ó n y s í lo e s t á en 
e tapas l a r v a r i a s de d e s a r r o l l o e m b r i o n a r i o . 

Proyecto FONDECYT 0789/88: 20.31.17 y 20 .31 .35 , U n i v e r ­
s idad de Concepción. 

CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA DE LA PROTEINA QUINASA C 
MAMARIA DE RATA. (Biochemical characterization of pro­
tein kinase C from rat mammary gland). 
Moneada, E., Lavandero, S. Sapag-Hagar, M. 
Departamento de Bioquímica y Biología Molecular, Facul­
tad de Ciencias Químicas y Farmacéuticas, Universidad 
de Chile. 

Interesados en la participación de la proteína 
quinasa C (PK-C) en el complejo mecanismo de transduc-
ción de señales en los procesos de proliferación y dife 
renciación celulares en el tejido mamario, se procedió 
a purificarla parcialmente a través de cromatografía 
de intercambio iónico (DEAE celulosa), y de afinidad 
(fenilsefarosa). 

La posterior caracterización de la PK-C mamaria 
indicó que al igual que las descritas en otros tejidos, 
su actividad es dependiente de calcio y fosfolípidos, 
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 indicó 
que: histona» protamina> caseína^o¿-lactalbúmina. Res­
pecto a la acción de distintos metales d^valentes sobre 
la actividad de la enzima se tuvo: Mg presentó un 
efecto activador^jconc. óptima: 10-nM), Mn fue menos 
efectivo y el Zn la inhibió totalmente. 

El estudio demostró que tanto la actividad como 
la distribución subcelular de la enzima (membrana celu 
lar-citosot) varían en relación al período 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 transducción molecular, respon­
sables del desarrollo y función de la glándula mamaria 
de rata. 

(S.L. es becario de Fundación Andes. FONDECYT 88-0872). 

http://eif.br
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INHIBICIÓN DE LA REPLICACION DEL GENOMA POR EFECTO DE 
3-AMINOBENZAMIDA EN EMBRIONES DE Tetrapygus n i g e r . 
( I n h i b i t i o n of DNA r e p l ¡ c a t i ó n by 3-amine-benzanude in 
sea urchin embryos) Montee ino , M . , Puch i ,M. , Imschenetz -
ky, M. Depto. B i o l o g í a M o l e c u l a r , Facul tad Cienc ias B i o ­
l ó g i c a s y Recursos N a t u r a l e s , Univers idad de Concepción. 

La p o l i A D P - r i b o s i l a c i ó n representa uno de lo s meca­
nismos más importantes de r e g u l a c i ó n de eventos c é l u l a -
res como la d i f e r e n c i a c i ó n , r e p l i c a c i ó n y r e p a r a c i ó n de l 
DNA. 

Al i n i c i o del d e s a r r o l l o embrionar io del e r i z o de 
mar, se suceden ráp idos c i c l o s c e l u l a r e s , donde destaca 
como evento p r i n c i p a l l a r e p l i c a c i ó n del genoma. Es por 
e s to que l a cromatina en es tos c i g o t o s debe adaptarse e¿ 
truc tura lmente para responder a es tos r e q u e r i m i e n t o s . 

Nos i n t e r e s ó determinar s i l a i n h i b i c i ó n de l a p o l i 
A D P - r i b o s i l a c i ó n in v i v o , mediada por 3-aminobenzamida 
( 3 - A B ) , presentaba e f e c t o sobre l a r e p l i c a c i ó n , medida 
por la incorporac ión de ( 3 H'j t ímid ina a l DNA genómico. 
Simultáneamente se a n a l i z ó l a presenc ia de es ta m o d i f i ­
cación en p r o t e í n a s h i s t ó n i c a s t i p o CS, obten idas de c^ 
gotos incubados en presenc ia de e s t e i n h i b i d o r . Esto 
se l l e v ó a cabo mediante t écn ica de Western inmuno B l o t , 
con ant i cuerpos ant i p o l i ADP-r ibosa obtenidos en cone­
j o s . 

Los r e s u l t a d o s indican que l a presenc ia de 3-AB en 
el medio de c u l t i v o se t raduce en una disminución d o s i s 
dependiente en la incorporac ión de ( 3 H ) t i m i d i n a . A l mis 
mo t iempo, se observa una i n h i b i c i ó n so lo t r a n s i t o r i a a 
una concentración de 10 mm de 3-AB. 

Por o t r o lado l a s h i s tonas t i p o CS e x t r a í d a s de c i ­
gotos c u l t i v a d o s en Rresencia de 3-AB, no presentan n i ­
ve les d e t e c t a b l e s de p o l i A D P - r i b o s i l a c i ó n , en c o n t r a s ­
t e con l a modi f i cac ión c i c l o dependiente observada en 
los c u l t i v o s c o n t r o l e s . 

F inanciado por Proyectos FONDECYT 0789/88, Univers idad 
de Concepción 20.31.17 y 20 .31 .35 . 

ESTUDIO INMUNOCITOQUÍMICO Y ULTRAESTRUCTURAL DE 

LA HIPÓFISIS DE OCTODON degus-MOLINA-. (Ultras-

tructural and immunocytochemical study of Octo-

don_degus-Molina- pituitary). Morales, B.A. y 

Sán c h e z ^ G . Depto. Morfología Experimental, Fa­

cultad de Medicina, Universidad de Chile. 

^ 9.££°É££_É££H£ 6 8 u n roedor silvestre que pre 
senta ciclos reproductivos estacionales con pe­
ríodos de Reposo y Actividad gonadal, ciclos en 
los que interviene la hipófisis ( H ) . La falta 
de conocimientos sobre esta glándula en esta es 
pecie nos motivó a estudiarla. 

Machos y hembras adultos, hembras gestantes y 
machos inyectados con LHRH fueron sacrificados, 
disecándose rápidamente las H y fijándolas: una 
mitad en Bouin alcohólico (técnica corriente y 
PAP-Dr.E. Rodríguez, Valdivia-) y la otra en Glu 
taraldehido 6« (M.E.T.). 

En la adenohipófisis (ADH), por sus caracterís­
ticas citológicas e inmunocitoquímicas (Ac anti 
rata) se pudo reconocer células ACTH, STH, TSH, 
FSH y LH; estas dos últimas se ubicaron en un 
mismo tipo celular, apareciendo hiperestimula -
das con LHRH. La célula Prl sólo se reconocióji 
traestractüralmente, siendo más evidentes en las 
hembras gestantes. La neurohipófisis (NH) pre -
senta Pituicitos y axones; en éstos se detectó 
mediante PAP: Neurofisina I y II (NPHI y I I ) , 
Vasopresina (AVP) y Oxitocina (Ox). 
Las células de la ADH de 0_^deg_us son similares 
a la M.E.T. a las descritas para otros mamífe.-
ros. Las variaciones estacionales en estas po -
blaciones celulares podrían ser mejor detecta -
das con la técnica inmunocitoquimica. La ausen­
cia de tinción de las células Prl con Ac antira 
ta hace necesaria la obtención de Ac específi -
eos anti-Prl de Octodón. La presencia de NPHI y 
II, AVP y Ox en NH es similar a otras especies. 

EFECTO DE PALMITOYL-COA EN L A LOCALIZACIÓN SUBCELU-

L A R DE PROTEÍNA KINASA C EN PLAQUETAS PERMEABI­

LIDAD AS ( The effect o f palmitoyl-CoA on the subcellular 

localizatíon o f protein láñase C in permeabilized platelets). 

Nnflcz. I . . . Ore l l an» . A . y Bmnfman M TVptn Biol. Cel. & 

Molec.., Fac. Cien. Biol., P.Universidad Católica de Chile. 

La proteína lánasa C es una enzima que requiere de Calcio y 

de fosfolípidos, en especial fosfatidilserína (PS). Fisiológi­

camente es activada por diacilglicerol (DAG), segundo mensa­

jero generado en la membrana celular por hidrólisis de fosfati-

dilinositoles fosfato. La pkC es una enzima con una localización 

preferentemente citosólica, que al activarse por DAG se trans­

loca a la membrana donde están sus sustratos. El mecanismo y 

los factores que regulan la cantidad de enzima unida a mem­

brana no se conocen. En nuestro laboratorio hemos encontrado 

que los ácidos 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 

activación parece resultar de una disminución inducida por acil-

CoA en el número de moléculas de PS necesarios para activar la 

enzima (1). Este resultado sugiere que los acil-CoAs podrían 

estar regulando la cantidad de enzima unida a membrana ya que 

aumentan en forma aparente la afinidad de la enzima por PS, 

molécula que se encuentra en la membrana. Con el objeto de 

estudiar esta hipótesis, plaquetas humanas se permeabilizaron 

con digitonina y se determinó la salida de pkC en presencia y 

ausencia de palmitoil-CoA. Los resultados obtenidos por medi­

ción directa de la actividad enzimatica y por determinaciones 

utilizando anticuerpo monoclonal contra la enzima sugieren que 

el palmitoil-CoA induce una mayor unión de la enzima a 

membranas. 

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

802/90 

PROTEÍNAS CR0M0S0MALES DEL TIPO HMG EN OVOCITOS Y EM­
BRIONES DE ERIZO DE MAR Tetrapygus n i g e r . (HMG l i k e 
chromosomal p r o t e i n s in u n f e r t i l i z e d eggs and embryos 
o f the sea urchin Tetrapygus n i g e r ) . pí late , E . , Gam­
boa , S . , Puchi , M . , Imscnenetzky, M. DepartamentiTde 
3e B i o l o g í a M o l e c u l a r , Un ivers idad de Concepción. 

Las p r o t e í n a s de a l t a movi l idad e l e c t r o f o r á t i ­
ca (HMG) se encuentran asoc iadas a l ADN y juegan un r o l 
importante , tanto en la e s t r u c t u r a de l a cromatina como 
en l a r e g u l a c i ó n de l a expres ión del genoma. Actualmen^ 
t e no e x i s t e información acabada sobre l a presenc ia de 
p r o t e í n a s s i m i l a r e s a HMG en gametos femeninos y en e s ­
tados tempranos de d e s a r r o l l o e m b r i o n a r i o . 

Con e l o b j e t o de i n v e s t i g a r la presenc ia de pro 
t e í n a s HMG en gametos femeninos y embriones del e r i z o 
de mar Tetrapygus n i g e r , se obtuv ieron p r o t e í n a s a par_ 
t i r de cromatina por su s o l u b i l i d a d d i f e r e n c i a l en ácT 
do p e r c l ó r i c o 5* ( p / v ) . Las p r o t e í n a s e x t r a í d a s se a-
n a l i z a r o n por e l e c t r o f o r e s i s en g e l e s de p o l i a c r i l a m i -
da b a j o d i f e r e n t e s condic iones denaturantes . La seme­
janza de e s t a s p r o t e í n a s con HMG t í p i c a s fue determina 
da por Western B l o t con sueros ant i HMG de timo de tejr 
ñera obtenidos en c o n e j o s . Adicionalmente se r e a l i z ó 
una detecc ión de modi f icac ión p o s t - t r a d u c c i o n a l de e s ­
t a s p r o t e í n a s con suero a n t i p o l i - A D P r i b o s a . 

Los r e s u l t a d o s obtenidos indican que e x i s t e n 
cuatro p r o t e í n a s t i p o HMG en ovoc i to s y en es tados tem­
pranos del d e s a r r o l l o e m b r i o n a r i o . La pro te ina de ma­
yor peso molecu lar da reacc ión p o s i t i v a con ant icuerpos 
ant i HMG de timo de t e r n e r a y con ant icuerpos a n t i p o l i 
A D P - r i b o s a . 

F inanciado por Proyectos FONDECYT 0789/88, 20.31.35 y 
20.31.17 de la U n i v e r s i d a d de Concepción. 
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ANTÍGENO TUMDRAL MAYOR ¥ REPLICACIÓN DEL DNA EN 
CÉLULAS TRANSFOHADA6 POR SV40. (Large tumor antigen 
and DNA replication in SV40-transformed cells). 
Ordenes, G.E.; Corvalán,A.; Pérez,I.y Santos,M. Dpto. 
Biología Celular y Genética, Facultad de Medicina. 
Universidad de Chile. 

El antígeno tumoral mayor (ag-T), se localiza 
fundamentalmente en el núcleo de las células trans­
formadas por SV40. Mediante ¡.a técnica citoquímica 
de la inmunoperaxidasa se ha demostrado que el pa­
trón de distribución intranucjear del ag-T varía 
según ia ubicación de las células en el ciclo proli-
ferativo. Así, se han de-finido dos patrones: homogé­
neo (células Gl) y heterogéneo (células en S,62). 
Se ha postulado que las áreas con reactividad posi­
tiva para ag-T en las células en etapa S podrían co­
rresponder, al menos parcialmente, a sitios de re­
plicación del DNA. Se ha obtenido dos tipos de evi­
dencias que apoyan tal hipótesis. Si las células con 
patrón heterogéneo son sometidas a extracción dife­
rencial con NP-40 y con DNAasa-NaCl 2 M se observa 
que la extracción de la mayor parte del ag-T requie­
re el tratamiento con enzima y sales, lo que sugiere 
que esté directa o indirectamente asociado con el 
DNA. Par otra parte, al someter células que han in­
corporado Bromadeoxiuridina (Br—dU) a una doble 
reacción de inmuno-fluorescencia indirecta, utili­
zando anticuerpos anti-ag-T y anti-Br—dU seguidos de 
un segundo anticuerpo marcado con isotiocianato de 
fluoresceína y con rodamina respectivamente, se ha 
podido establecer una co-local:.zación entre el ag-T 
y sitios en que el DNA se está replicando. Estos 
antecedentes sumados a ciertas características fun­
cionales del ag-T (e.i. actuar como helicasa), permi­
ten especular que esta proteina viral podría formar 
parte de los complejos replicativos en el núcleo de 
las células transformadas por SV40. 

F i n a n c i a d o p o r P r o y e c t o F o n d e c y t 1183/90. 

EFECTO DE DROGAS HIPOLIPIDEMIANTES EN EL 
NIVEL DE FOSFORILACIÓN DEL RECEPTOR DE EGF. 
(Effcct of Hypolipidaemic Drugs in the Phosphorilation Level 
of the EGF-Receptor). Orellana A.. Holnipie. L.. González. 
A., y Bmnfinan M . Pptn. Biol. Cel. & Motee., Fac. Cien. Biol. 
P.Universidad Católica de Chile. 

El factor de crecimiento epidemial (EGF) ejerce su acción 
en la célula por intermedio de un receptor localizado en la 
membrana plásmica (R-EGF). Este receptor, al unir al EGF 
estimula una actividad tirosina quinasa, que provoca la auto-
fosforilación del receptor en un residuo de tirosina. Además, se 
ha planteado que R-EGF estaría relacionado con fenómenos de 
transformación celular puesto que un oncogen codifica una 
forma truncada del receptor. Por otro lado, R-EGF es sustrato 
de la prote|na quinasa C (pkC), enzima que ha sido involucra­
da en mecanismos de transducción de señales y además en fe­
nómenos tumorigénicos. En nuestro laboratorio hemos estado 
interesados en el mecanismo de acción de las drogas hipolipi-
demiantes, un tipo de xenobióticos que entre sus muchas acti­
vidades producen tumores hepáticos en roedores. Reciente­
mente hemos descrito que estas drogas, en la célula pueden ser 
transformadas en esteres del coenzimo A formando drogas-
CoA ( 1 ) . Además hemos encontrado que estas drogas-CoA 
producen una estimulación 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
rilación del R-EGF de hígado de rata. Los resultados muestran 
que en hepatocitos aislados de rata las drogas modifican el 
nivel de fosforilación del R-EGF, sin embargo las drogas o sus 
derivados del coenzimo A no afectan la actividad tirosina qui­
nasa. Lo anterior sugiere una modulación 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. 

C A R A C T E R I Z A C I Ó N DE L A A C T I V I D A D A T P & s i c a - A D P -
S s i c a P R E S E N T E EN P L A C E N T A DE R A T A . ( C h a r a c t e ­
r i z a t i o n o f A T P a s e - A D P a s e a c t i v i t y o f r a t p l a ­
c e n t a ) . P l e b e r . M . , V a l e n z u e l a . M . A . , K e t t l u n 
A . M . , M a n c i l l a . M . y T r a v e r s o - C o r l . A . D e p t o . 
B i o q u í m i c a y B i o l o g í a M o l e c u l a r . F a c u l t a d d e 
C s . Q u í m i c a s y F a r m a c é u t i c a s . U n i v . d e C h i l e . 

U n a d e l a s f u n c i o n e s p r o p u e s t a s p a r a l a a p i 
r a s a , e n z i m a q u e h i d r o l i z a A T P y ADP e n p r e s e n 
c i a d e C a 2 + , e s i n h i b i r l a a g r e g a c i ó n p l a q u e t a 
r i a , p o r s u a c t i v i d a d A D P S s l c a , l o q u e c o n t r i ­
b u i r l a a l a f l u i d e z s a n g u í n e a p a r a l a a d e c u a d a 
i r r i g a c i ó n d e l f e t o . 

L a a c t i v i d a d A T P á s i c a - A D P S s i c a s e e n c o n t r ó 
l i g a d a a m e m b r a n a s e n l a p l a c e n t a , a l i g u a l 
q u e e n o t r o s t e j i d o s d e r a t a . 

L a c a r a c t e r i z a c i ó n b i o q u í m i c a d e u n a f r a c -
c i 6 n m i c r o s o m a l d e p l a c e n t a m o s t r ó q u e s a ) h i ­
d r o l i z a a l a m i s m a v e l o c i d a d e l A T P y e l ADP 
a pH 8 , 0 ; e l AMP l o h i d r o l i z a a un t e r c i o d e 
e s t a v e l o c i d a d , y q u e e l P P , G1P y p - n i t r o f e -
n i l f o s f a t o l o h i d r o l i z a a un d é c i m o d e e l l a i 
b ) e l C a 2 + e s e l c a t i ó n m a s e f e c t i v o c o n A T P 
y A D P , l e s i g u e n M g 2 + , M n 2 + , z n 2 + y C o 2 + ; c ) 
l o s v a l o r e s d e Km p a r a A T P y A D P , s o n 5 9 uM y 
33 uM r e s p e c t i v a m e n t e . S e p r o b ó a d e m á s e l e f e c 
t o d e d i v e r s o s i n h i b i d o r e s d e A T P a s a s c o m o A Z T 
d a , o u a b a l n a , v a n a d a t o , D E S , f l u o r u r o , DCCD"7 
A p 5 A y o l l g o m l c i n a . S e e n c o n t r ó un e f e c t o i n l U 
b i d o r n o t o r i o c o n e l v a n a d a t o , D E S , a z i d a y ~ 
f l u o r u r o . L a e n z i m a s o l u b l l i z a d a c o n o c t i l g l u c ¿ 
s i d o t i e n e u n a m a s a m o l e c u l a r d e 6 7 k D a . 

En c o n c l u s i ó n , p o d e m o s d e c i r q u e h a y p r e s e n 
t e e n t e j i d o p l a c o n t a r l o u n a v e r d a d e r a a c t i v i ­
d a d a p i r S s i c a l i g a d a a m e m b r a n a s e m e j a n t e a l a 
e n c o n t r a d a e n o t r o s t e j i d o s a n i m a l e s . 

F i n a n c i a d o p o r P r o y e c t o FONDECYT 9 0 - 1 0 0 6 . 

ASPECTOS M E C A N I S N C O S D E L A BIOSINTESIS D E 
MONOTERPENOS CÍCLICOS. (Mechanistics aspeets of the 
biosynthesis of eyelic monoterpenes). P O R T I I I A ri Lab. 
Bio-Orgànica, Departamento de Química, Fac Ciencias, 
Universidad de Chile. 

Se presentan el estudio y las conclusiones obtenidas en la 
dilucidación de parte del mecanismo por el que se 
biosintetizan algunos hidrocarburos cíclicos. 
Previamente se había demostrado que el sistema enzimàtico 
de C TIMONWN, utiliza [1" 3H]GPP, [ r h f l N P P y [ l T f l L P P y 
que la preparación contiene tres enzimas de diferentes masas 

moleculares. 
Nuestras observaciones sobre reactividad de los difosfatos 
orgánicos, apoyan la hipótesis de que al utilizar GPP habría 
formación de un carbocatión, el que rotaría para lograr la 
conformación apropiada para la delación. Descartamos un 
mecanismo de isomerización previa de GPP a LPP. 

G P P N P P L P P 

Parte de este trabajo se realizó con el apoyo del D.T.I., 

Universidad de Chile, (Proyecto Q-1818). 



R380 RESÚMENES 

INDUCCIÓN DEL SISTEMA CITOCROMO PA50-MONOOXIGENASAS DE 
HÍGADO POR CONTAMINANTES AMBIENTALES DE SANTIAGO, 
(INDUCTLON OF HEPATLC CÍTOCHROME P*T50-MONOOXYGENASES 
SYSTEM BY ENVIRONMENTAL CONTAMINANTS OF SANTIAGO). 
QUIÑONES, L . S . , II LESEA, H., Y SALAZAR, I . 
DEPARTAMENTO DE BIOQUÍMICA, FACULTAD DE MEDICINA, UN¡-
VERSIDAD DE CHI LE. 

EL SISTEMA CITOCROMO P*I50-MONOOX¡GENASAS CATALIZA EL 
METABOLISMO OXIDATIVO DE LOS HIDROCARBUROS AROMÁTICOS 
POIICFCLICOS (PAH) CONTAMINANTES AMBIENTALES, CONOCIDOS 
AGENTES MUTAGÉNLCOS Y CARCLNOGÉNLCOS E INDUCTORES DE 
LAS ISOENZIMAS CITOCROMO P450-IA^. 

EN EL PRESENTE TRABAJO, SE ESTUDIÓ EN RATAS NORMALES 
Y EN RATAS CON DESNUTRICIÓN PROTEICA, EL EFECTO IN VIVO 
DE EXTRACTOS ORGÁNICOS DEL MATERIAL PARTICULADO DEL 
AIRE DE UNA ZONA DE SANTIAGO CENTRO, SOBRE EL SISTEMA 
CITOCROMO PA50-MONOOXIGENASAS DE MICROSOMAS DE HÍGADO. 

CON EXTRACTOS DEL 80% DE LOS DFAS ANALIZADOS, SE OB­
SERVÓ kQ HRS. DESPUÉS DE LA INYECCIÓN ÍNTRAPERITONEAL, 
EN AMBOS TIPOS DE ANIMALES TRATADOS: DESPLAZAMIENTO DEL 
MÁXIMO DE ABSORCIÓN DEL COMPLEJO CITOCROMO P^SO-CO, ASÍ 
COMO AUMENTOS SIGNIFICATIVOS EN EL CONTENIDO DE CIT. 
P*T50 Y EN LAS ACTIVIDADES NADPH-CIT. PA50-REDUCTASA, 
BENZOPLRENO HIDROXTLASA Y ETOXICUMARÍNA-O-DESETLLASA; 
EN CAMBIO LA ACTIVIDAD AMINOPIRINA-N-DESMETILASA SE 
MANTUVO EN NIVELES CONTROL. 

ESTOS RESULTADOS INDICARÍAN QUE EN EL MATERIAL PAR­
TICULADO QUE CONTAMINA EL AIRE DE SANTIAGO, EXISTEN 
PAHS QUE INDUCEN ESPECÍFICAMENTE LAS ISOENZIMAS P^50-
IAJ DEL SISTEMA MONOOXÍGENASAS DE HÍGADO. 

FINANCIADO POR FONDECYT, PROYECTO O863. 

ESTUDIOS CINÉTICOS DE LA FRUCTCJSA-1,6-BISFOSFATASA CON 
FRUCTOSA-1-FOSFATO COMO SUSTRATO ( K i n e t i c s t u d i e s o f 
fructose—1 ,&—bisprtosphatase wi th f r a c t o s e l -phosphate a s 
s u b s t r a t o ) . Revés . A . . B r a v o . N . y S l e b e . J . C . I n s t i t u t o 
de B ioqu ímica , F a c u l t a d de C i e n c i a s , U n i v e r s i d a d A u s t r a l 
de C h i l e , V a l d i v i a . 

L a f r u c t o s a - 1 , 6 - b i s f o s f a t a s a h i d r o l i í a f r u c t o s a -
1 , 6 - b i s f o s f a t o ( F r u - 1 ,ÉR-Pm) a f ruc tosa -o—fos fa to más P k , 
y e s i n h i b i d a a l o s t é r i c a m e n t e por AMP. Asimismo, e s 
i n h i b i d a por f r u c t o s a - £ , 6 - b i s f o s f a t o ( F r u - 2 , 6 - P E ) , por 
un mecanismo que e s c o n t r o v e r s i a l ; l a c i n é t i c a de l a 
i n h i b i c i ó n usando F r u - 1 , 6 - P « e s c o m p l e j a . Pues to que l a 
enzima r e n a l de cerdo también u s a f r u c t o s a - 1 - f o s f a t o 
< F r u - l - P ) con una e f i c i e n c i a y a f i n i d a d menores, 
(Colombo y Marcus , FEBS L e t t . 36 , 153, 1974) , r o s 
p a r e c i ó de i n t e r é s i n v e s t i g a r l a s p r o p i e d a d e s c i n é t i c a s 
de e s t a enzima con Fru-1--P, a n a l i z a n d o en e s p e c i a l l a s 
c a r a c t e r í s t i c a s de su i n h i b i c i ó n por e l Fru-2 ,6—P e -

La a c t i v i d a d f r u c t o s a - l - f o s f a t a s i c a s e midió 
f o t o c o l o r i m é t r icamente por l a producc ión de P& o 
espectrofotométr icamente a 500 nm acoplando l a r e a c c i ó n 
de d e s f o s f o r i l a c i ó n de F r u - 1 - P con l a s de l a n u c l e ó s i d o -
f o s f o r i l a s a y de l a x a n t i n a - o x i d a s a , en p r e s e n c i a de 
i n o s i n a y i o d o n i t r o t e t r a z o l i o . 

L a c i n é t i c a de s a t u r a c i ó n de l a enzima con F r u - 1 - P 
e n t r e 0 , 3 y 17 mM e s h i p e r b ó l i c a (K^ = 3 , 2 mM; 
H - 0,125 M ) , s i n i n d i c i o s de l a c a r a c t e r í s t i c a 
i n h i b i c i ó n por exceso de s u s t r a t o cuando s e une 
Fru-1 ,6—P H . Con F r u - l - P , K* i n h i b e a l a enzima en forma 
compet i t i va (K* = 24 ,3 mM) , probablemente por a c c i ó n en 
e l s i t i o a c t i v o , mientras que e l i n h i b i d o r a l o s t é r i c o 
AMP muestra una i n h i b i c i ó n mix ta . L a i n h i b i c i ó n por 
F r u - 2 , 6 - P » también e s mixta , con un c l a r o componente 
incompet i t ivo < K t < = = 0 ,22 hM Y K l u = 0,67>*M>- E s t e 
r e s u l t a d o s u g i e r e que e l F r u - 2 , 6 - P « actúa s o b r e l a 
enzima mediante un s i t i o a l o s t é r i c o . Se conc luye que e l 
empleo de F r u - l - P c l a r i f i c a e l mecanismo de l a 
i n h i b i c i ó n de l a enzima por e l F r u - 2 , 6 — P a . ( F i n a n c i a d o 
p o r : DIC-UACH, RS 07 37 y FGNDECYT 1 8 B / 8 9 ) . 

IhnTOXECION DE UNA SONDA FLUORESCENTE EN LA CISTEINA-
128 DE LA FRUCTOSA-1,6-BISFOSFATASA ( I n t r o d u c t i o n o f a 
f l u o r e s c e n t p r o b é on c y s t e i n e - l S B o f f r u c t o s a - 1 , ¿ -
b i s p h o s p h a t a s e ) . R e v é s . A . , y S l e b e . J . C . I n s t i t u t o de 
Bioquímica , F a c u l t a d de C i e n c i a s , U n i v e r s i d a d A u s t r a l de 
C h i l e , V a l d i v i a . 

L a f r u c t o s a - l , 6 - b i s f o s f a t a s a de r i ñ o n de c e r d o e s 
una p r o t e í n a t e t r a m é r i c a que e s i n h i b i d a por fructosa— 
2 , 6 - b i s f o s f a t o ( F r u - 2 , 6 - P . ) . El b loqueo s e l e c t i v o de l a 
c i s t e í n a 126 de l a enzima con N - e t i l m a l e i m i d a l a 
i n s e n s i b i l i z a a e s t a i n h i b i c i ó n (Reyes e t a l . . J . B i o l . 
Chem. SoS. 8451, 1987) . Nos propusimos marcar e s t e 
r e s i d u o con una sonda f l u o r e s c e n t e , p a r a p r o b a r l a 
p o l a r i d a d d e l entorno de l a c i s t e í n a y su a c c e s i b i l i d a d 
a agentes c o l i s i o n a l e s en e l medio e x t e r n o . 

Por m o d i f i c a c i ó n química de l a enzima ( 2 mg/mL) 
con p ireno-male imida (PM, 0,1 mM> s e obtuvo un d e r i v a d o 
a c t i v o , que t i e n e un grupo PM por subunidad y e s 
práct i camente i n s e n s i b l e a l F r u - 2 , 6 - F V . El i n h i b i d o r 
p r o t e g i ó c o n t r a l a r e a c c i ó n de m o d i f i c a c i ó n . E s t o s 
hechos s u g i e r e n que PM s e une e spec í f i camente a l a 
c i s t e í n a 12B. E l f l u o r ó f o r o s e e x c i t ó a 344 nm y l o s 
apagadores a c r i l a m i d a y nitrometano s e usaron en e l 
i n t e r v a l o de concentrac iones de 0,01 a 0 ,9 M. 

L o s e s p e c t r o s de f l u o r e s c e n c i a muestran que e l 
r e s i d u o d e c i s t e í n a 126 s e encuentra en un entorno 
a p o l a r , que no s e a l t e r a p o r l a p r e s e n c i a de l i g a n d o s de 
l a enzima. E l e s t u d i o d e l apagamiento de l a 
f l u o r e s c e n c i a d e l PM unido muestra que e l f l u o r ó f o r o s e 
encuentra p r o t e g i d o de c o l i s i o n e s con l a a c r i l a m i d a , 
p e r o e s a c c e s i b l e a l n i trometano , s u g i r i e n d o que PM s e 
u b i c a en una hendidura de l a p r o t e í n a . L a a d i c i ó n d e l 
i n h i b i d o r a l o s t é r i co AMP produce un mayor apagamiento en 
l a emis ión de l f l u o r ó f o r o por n i trometano , l o que 
s u g i e r e un cambio conformac iona l ; o t r o s l i g a n d o s de l a 
enzima ( F r u - 1 , 6 - P » , K - ) no muestran e s t e e f e c t o . 

L a sonda p e r m i t i r á c a r a c t e r i z a r l a p o s i c i ó n 
r e l a t i v a de e s t e r e s i d u o en l a e s t r u c t u r a t e r c i a r i a de 
l a p r o t e í n a (F inanc iado p o r : DIC-UAOH, RG 09-37, 
FONDECYT 18B/89 y Fundación Andes , C-11050) . 

EVIDENCIAS DE UN POLIPEPTIDO DE 110-KD ASOCIADO A VESICU 
LAS TRANSPORTADORAS DE LIPIDOS BILIARES. (Evidence of a 
110-KD polypeptide associe.ted to native bi l iary vesicles 
Riggoti, A . , Marzolo, M.P. , Brandan, E. , Amigo,L. y Ner­
vi , F. Departamento de Ge.stroenterología, Facultad de 
Medicina y Departamento de Biología Celular, Facultad de 
Ciencias Biológicas, Pontificia Universidad Católica, 
Santiago, Chile. 

Una cantidad importante de colesterol b i l iar se trans 
porta en liposomas (vesículas) de lecitina, tanto en bi 
l i s de rata como humana. Aunque hay al menos IH proteí 
ñas en la b i l i s nativa, incluidas apoproteínas del plas_ 
ma, no existen evidencias hasta ahora de alguna interre 
lación entre las vesículas transportadoras de lfpidos en 
la b i l i s (lecitina y colesterol l ibre ) y proteínas espe­
cíficas. Nuestro objetive fue la búsqueda de asociacio­
nes entre proteínas y el transportador vesicular de lfpi 
dos en bi l i s nativa de rata. 

Usamos b i l i s de grupos de ratas alimentadas con diosge^ 
nina (inductor de la secreción b i l iar de colesterol) , en 
las que > 68* del colesterol b i l i ar se encuentra en frac 
ciones ricas en vesículas. El colesterol b i l iar se mar­
có con Hy-colesterol y las fracciones vesiculares se ais 
laron por ultracentrifugación en Metrizamida al 7%. Las 
vesículas se purificaron a través de 2 cromatografías en 
columna usando 150 mM NaCl, 50 mM Tris y 1.5 mM EDTA a 
pH 8. Primero, las vesículas se excluyeron en el volu­
men de exclusión con Ultrcgel Aca-31*, se concentraton 
por ultrafiltración en Amicon YM-30 y luego se incluye­
ron en una columna CL-2B-3.00. La integridad de las vesí 
culas se confirmó con una tercera columna de exclusión. 
La tinción con Ag de las fracciones vesiculares demostra 
ron un polipéptido de 110 kD después de purificadas, SE 
excluyó la posibilidad de contaminación con sangre, de­
mostrando la misma asociación vesicular lfpido-péptido 
en vesículas obtenidas de hígado aislado. Los resulta­
dos sugieren que los transportadores de lfpidos bil iares 
son lipoproteínas. 
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RESPUESTA DE PLÁNTULAS DE Citrus 1imonum 

FRENTE AL ATAQUE POR HONGOS. (Citrus limonum 

seedlings response to fungal attack). R o c q . 
A.. Fanta. N.. Pérez, L. M. Dep. Bioq. y Biol. 

Mol., Fac. Cs. Quím. y Farm., Univ. de Chile. 

Las plantas superiores pueden defenderse de 
la agresión producida por microorganismos 
patógenos, a través de la expresión de g e n B S 
de defensa. 

Las plántulas de C. 1 imonum sometidas a las 
siguientes condiciones: a) infección directa 
por Alternaría ch1amvdoscora. ó b) tratamiento 
con pectinasa obtenida del mismo hongo ó c) 
tratamiento con azúcares o 1 igoméri eos, 
respondieron aumentando significativamente las 
actividades de PAL (feni1 a 1anina amonio liasa) 
y CH (cinamato h i drox i 1 aE¿a > , enzimas de la vía 
fenilpropanoide. 

Sin embargo, los tiempos requeridos para 
obtener la máxima inducción dependieron del 
tipo de tratamiento. La inducción enzimática 
no se produjo cuando los tratamientos se 
realizaron en presencia de inhibidores de la 
síntesis proteica. 

Los resultados sugieren la existencia de 
una secuencia en el proceso de infección del 
tejido vegetal: germinación de las esporas — > 
secreción de pectinasa — > hidrólisis de pared 
celular vegetal — > generación de fragmentos 
de pared (azúcares o 1 igomeri eos) — > 

activación de la vía fenilpropanoide. Por lo 
tanto,los verdaderos inductores de la 
respuesta de la planta serían los fragmentos 
de pared celular vegetal., 

Financiado por FONDECYT (157/88) y DTI (B 

2950-892). 

SÍNTESIS Y LOCALIZACIÓN DE PROTEOGLICANOS ASOCIADOS A 
MEMBRANA PRODUCIDOS POR CÉLULAS DE SERTOLI: ( S i n t h e s i s 
and l o c a t l o n o f membrane-associated proteog lycans p r o -
duced by S e r t o l i c e l l s ) . Rodr íguez , J . P . y M i n q u e l l , 
J . J . Unidad de B i o l o g í a C e l u l a r , INTA, U. de C h i l e . 

Las c é l u l a s somáticas t e s t i c u l a r e s en c u l t i v o i n c o r ­
poran 3H-glucosamina en p r o t e o g l i c a n o s ( P G ) , l o s cua les 
se encuentran tanto a soc iados a l a membrana c e l u l a r c o ­
mo en l a matriz e x t r a c e l u l a r ( M E ) . En el t e s t í c u l o , l a 
funcirSn de 1os PG asoc iados a membrana no ha s ido d i l u ­
c i d a d o . En e s t e t r a b a j o se u t i l i z a n c é l u l a s de S e r t o -
l i , que producen activamente PG y están en e s trecha aso 
c i a c i ó n con l a s c é l u l a s g e r m i n a l e s , para e s t u d i a r el po 
s i b l e rol que t ienen l o s PG asoc iados a membrana en e T 
proceso e s p e r m a t o g e n i a ) . 

Al a n a l i z a r l o s PG por DEAE-Sephacel se puede o b s e r ­
var l a a p a r i c i ó n de un p r o t e o g l i c a n o mixto de heparan y 
c o n d r o i t i n s u l f a t o CPG-HS/CS) y un p r o t e o g l i c a n o de COJX 
d r o i t i n s u l f a t o ( P G - C S ) , que e luyen a l a misma concen­
t r a c i ó n de sal que l a s e spec i e s producidas por c u l t i v o s 
de c é l u l a s t e s t i c u l a r e s . Sin embargo, l a razón entre 
el PG-CS y PG-HS/CS es mayor que l a observada para el 
caso de lo s c u l t i v o s de l a r g o término. El a n á l i s i s ero 
matográf i co de l o s PG, luego de t r a t a r l a s c é l u l a s de 
S e r t o l i en c u l t i v o con c o n d r o i t i n a s a ABC, muestra l a 
e l u c i ó n so lo del p r o t e o g l i c a n o de c o n d r o i t i n s u l f a t o . 
La d e s a p a r i c i ó n s e l e c t i v a de uno de l o s PG i n d i c a r í a 
que mientras el PG mixto se encuentra a c c e s i b l e a l a en 
zima y posiblemente l i b r e de i n t e r a c c i o n e s , el PG-CS po 
d r í a e s t a r p a r t i c i p a n d o en i n t e r a c c i o n e s con o t r a s céli¿ 
l a s de estroma o b ien con o t r a s moléculas de ME. 

Financiamiento: Proyecto FONDECYT 89 - 990 

SITIOS DEL NUCLEOTIDO EN CARBOXIQUINASAS FOSFOENOLPIRJVI 
CAS DEPENDIENTES DE GTP Y ATP. (Nucleotide Sites of GTP 
and ATP-dependent phosphoenolpyruvate carboxykinases). 
Rojas. M. C . Encinas. M. V. y Cardemil. E. Departamentos 
de Química, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile y 
Facultad de Ciencia, Universidad de Santiago de Chile. 

La carboxiquinasa fosfoenolpirúvica (PEPCK), cataliza 
la formación de PEP a partir de oxaloacetato y un nucleo­
tido, que puede ser GTP o ATP según la fuente de la cual 
se obtenga la enzima. Así, la PEPCK de rata utiliza GTP, 
en cambio la de levadura sólo utiliza ATP como sustrato. 
EL sitio que une al nucle6tido en la enzima de ambas fuen 
tes, contiene un par de SH vecinos y en la PEPCK de rata, 
uno de estos tioles es extremadamente reactivo a pH 7.0. 

El reactivo fluorescente específico para SH: 
1,5-I-AEDANS, reacciono selectivamente con un residuo de 
la PEPCK de rata, como lo demuestra la obtención de un 
único peptido tríptico fluorescente a partir de la enz^ 
ma modificada. Las características fluorescentes del 
AEDANS unido a la enzima, evidencian un entorno de polari 
dad equivalente a la del etanol y accesibilidad restringi 
da del solvente al sitio del fluoróforo. 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 fluoróforo en las PEPCKs depen 
dientes de GTP y ATP. 

Trabajo financiado por FONDECYT proyecto 88-1060 y 

DICYT-USACH. 

E V A L U A C I Ó N DE LA A S O C I A C I Ó N DE P E R O X I S O M A S Y 
M I C R O T Ú B U L O S . ( A s s o c i a t i o n b e t w e e n p e r o x i s o m e s 
a n d m i c r o t u b u l e s ) S a n t o s . M.J. D e p a r t a m e n t o 
B i o l o g í a C e l u l a r , P . U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a d e 
C h i l e . 

L a l o c a l i z a c i ó n d e l o e o r g a n e l o s 
s u b c e l u l a r e s m e m b r a n o s o s e n u n a c é l u l a 
d e p e n d e n d e i n t e r a c c i o n e s d e e l l o s c o n 
e l e m e n t o s d e l c i t o e s q u e l e t o . S e h a n a c u m u l a d o 
e v i d e n c i a s q u e m u e s t r a n l a a s o c i a c i ó n d e 
m i c r o t ú b u l o s c o n U s o s o m a s , r e t í c u l o 
e n d o p l á s m i c o , a p a r a t o d e Q o l g l , m i t o c o n d r i a s 
y v e s í c u l a s e n g e n e r a l . E x i s t e o t r o o r g a n e l o 
m e m b r a n o s o - e l p e r o x i s o m a - , q u e r e c i e n t e m e n t e 
s e h a d e m o s t r a d o s u u b i c u i d a d y s u 
e s e n c i a l i d a d p a r a f u n d o n e s c e l u l a r e s 
m e t a b ó H c a s . E n t r e e l l a s d e s t a c a l a B -
o x i d a c i ó n d e á c i d o s g r a s o s d e c a d e n a muy l a r g a 
y l a s í n t e s i s d e p l a s m a l ó g e n o s . 

N o e x i s t e n e s t u d i o s q u e s v a l ú e n l a 
a s o c i a c i ó n d e m i c r o t ú b u l o s y p e r o x i s o m e s . 
C o n e s t e f i n , r e a l i z a m o s e s t u d i o s d e 
i n m u n o f l u o r e s c e n c i a e n f i b r o b l a s t o s h u m a n o s , 
m e d i a n t e d o b l e m a r c a c i ó n . P a r a e l l o u t i l i z a m o s 
s i m u l t á n e a m e n t e a n t i c u e r p o s p o U c l o n a l e s 
c o n t r a p r o t e í n a s d e l a m e m b r a n a p e r o x i s o m a l y 
a n t i c u e r p o s m o n o c l o n a l e s c o n t r a t u b u l i n s . 

L o s r e s u l t a d o s i n d i c a n q u e n o h a b r í a 
a s o c i a c i ó n e n t r e m i c r o t ú b u l o s y p e r o x i s o m e s e n 
c o n d i c i o n e s n o r m a l e s n i e n s i t u a c i o n e s d e 
d e s e n s a m b l a j e d e m i c r o t ú b u l o s . E s t o I n d i c a r í a 

QUE LOS PEROXISOMES, A DIFERENCIA DE LOS OTROS 
o r g a n e l o s m e m b r a n o s o s , I n t e r a c t u a r í a n c o n 
o t r o s e l e m e n t o s d e l c i t o e s q u e l e t o . 
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CAMBIOS MORFOLÓGICOS Y MOLECULARES INDUCIDOS EN 
T h i o b a c i l l u s f e r r o o x i d a n s EN RESPUESTA A LA HAMBRUNA 
DE FOSFATO. < M o r p h o l o g i c a 1 and m o l e c u l a r changes 
induced in T h i o b a c i l l u s f e r r o o x i d a n s ¡n r e s p o n s e t o 
phospha te s t a r v a t i o n ) . S e e o e r . M . y J e r e z . C.f t . 
Depar tamento de B i o q u í m i c a , F a c u l t a d de M e d i c i n a , 
U n i v e r s i d a d d t C h i l e . 

T h i o b a c i l l u s f t r r o o x i d a n s e s una b a c t e r i a de 
i m p o r t a n c i a i n d u s t r i a l q u e p a r t i c i p a en l a 
b i o e x t r a c c i ó n de m e t a l e s . El - f o s f a t o e s uno de l o s 
n u t r i e n t e s e s e n c i a l e s para e s t e m i c r o o r g a n i s m o y 
puede l l e g a r a s e r l i m i t a n t e en su e n t o r n o n a t u r a l , 
l o que p o d r í a a f e c t a r s e r i a m e n t e l a c a p a c i d a d 
b i o l i x i v í a n t e de l a b a c t e r i a . Hemos e s t u d i a d o l o s 
mecanismos m o l e c u l a r e s de r e s p u e s t a y a d a p t a c i ó n de 
e s t a s b a c t e r i a s f r e n t e a l a c a r e n c i a de f o s f a t o . 
Las b a c t e r i a s se c r e c i e r o n en p r e s e n c i a ( 0 . 2 2 mM) o 
en a u s e n c i a de f o s f a t o y con o s i n N a 2 1 4 C 0 3 . Se 
a n a l i z a r o n l a s p r o t e l n e s s i n t e t i z a d a s med ian t e 
e l e c t r o f o r e s i s mono y b i d i m e n s i o n a l y se d e t e r m i n ó 
l a a c t i v i d a d de f o s f a t a s a s . La m i c r o s c o p í a 
e l e c t r ó n i c a fue de t r a n s m i s i ó n y con t i n c i ó n 
n e g a t i v a . 
En a u s e n c i a de f o s f a t o , l a s c é l u l a s c r e c i e r o n muy 
l e n t a m e n t e , mos t rando un a l a r g a m i e n t o de has ta d i e z 
v e c e s e l t amano n o r m a l . Se o b s e r v ó ademas l a 
i n d u c c i ó n de v a r i a s p r o t e í n a s b á s i c a s de a l t o pe so 
m o l e c u l a r y apa ren temen te l a de una f o s f a t a s a 
per i p l a s m á t i c a de pe so m o l e c u l a r 2ó ,000 kDa. La 
f a l t a de f o s f a t o no c o n s t i t u y e una r e s p u e s t a s i m i l a r 
a l s t r e s s t é r m i c o , ya que en a u s e n c i a de e s t e 
compuesto no se i ndu jo l a p r o t e i n a hsp 7 0 . N u e s t r o s 
d a t o s i n d i c a n que T . • f e r r o o x i d a n s p o s i b l e m e n t e p o s e e 
un s i s t e m a pa ra l a 1 c a p t a c i ó n e x t r a c e l u l a r de f o s f a t o 
d e l t i p o r e g u i ó n , s i m i l a r a l de E . c o l i 

F i n a n c i a d o p o r P r o y e c t o s FONDECYT 8 8 - 0 0 7 4 , 
PNUD/UNESCO C H I / 88-003 y U n i v e r s i d a d de C h i l e . 

SECRECIÓN DE ESTRAPIQL ( E 2 ) '1 PRDGESTER0NA ( P ) EN UNA LINEA 
CELULAR DEVR*1ÍUL0SÁ"HUmNÁ EN CULTITO^CONTINUÓ EFECTO DE FSH 
EN LA PRODUCCIÓN DE E2. (Estradiol and progesterone reléase in a human 
granulosa cell line in continuous culture. FSH effect an estradiol 
Production) Seoúlveda.M., Romero,C u Caviedes.R. Laboratorio de 
Bioquímica, Dep. Obstetricia y Ginecología, Hospital J J Aguirre. Lab. 
cultivo de tejido, Dep. Fisiología, Facultad de Medicina, U. de Chile. 

Debido a la dificultad»! de obtener material humano para la 
investigación en el estudio de la función ovárica, nos interesó la obtención 
de una línea celular de granulosa humana, que mantuviera la capacidad 
esteroidogámca de aquellas células obtenidas de folículos pre-OYuletorios 
La línea fue establecida por técnicas comunicables previamente 
(RCavíedes g col. Arch. Biol. g Med. Exp.22: R - 242 ,1989) g ha sido 
propagada por más de 40 subcultivos g sometida a periodos de 
criopreservatión a - 90"^, si n cambio funcional aparente. Las células de la 
mo noca pe muestran estructura epitelial a la microscopía de fase g 
conservan inhibición por contacto. 

El objetivo de este trabajo es el de estudiar la secreción de E2 g P en 
esta linea celulr, mediante incubaciones cortas de dos horas a 37°C con 
95% 02 y 5% C02, en medio M - 1 9 9 g F l 2 - D , en presencia g en ausencia 
de los sustratos respectivosOestosterona g pregnenolona); así como 
también en presencia de FSH. . La medición de E2 g P se realizó por 
Radioinmunoanálisis, con reactivos g métodos de l a 0 M . S . El estudio de 
viabilidad se realizó antes g después de cada incubación por el test de 
exclusión con azul tripón al 0 2%, obteniéndose entre 7 5 - 7 9 % de 
viabilidad. 

Los resultados muestran que las células de granulosa humana de esta 
linea celular, aún conservan su capacidaad para producir E2 g P en 
presencia de sustrato y al agregar FSH al medio de incubación hay un 
aumento en la producción de E2. Estos hallazgos demuestran que estas 
células mantienen su capacidad estcroidogénica y sugieren la presencia de 
receptores a FSH. 

PARTÍ C I P A C I OH DE ACROSINA EN U S IN1BU0CICNES 
ESPERMATOZOIDE-HUEVO ( R o l e o f a c r o s i n i n s p e r m - e g g 
i n t e z a c t i o n s ) 

SeBÚiveda, H, S , ( * ) , BecKer, ti,!,, B a r r o s . C . y E£ 
l o a r m e » . A . F a c . C s . B i o l ó g i c a s , P . U n i v e r s i d a d 
C a t ó l i c a d e C h i l e . 

A c r o s i n a e s una s e r 1 na p r o t e a s a que s e e n c u e n t r a 
c o n o z i m ó g e n o en e l a c r o s o a a d e l o s e s p e r m a t o z o i d e s 
d e Mamíferos y que s e t r a n s f o r m a e n su forma a c t i v a 
d u r a n t e l a r e a c c i ó n a c r o s ó m i c a . 

Su a c t i v i d a d p r o t e o l í t i c a s e ha r e l a c i o n a d o con 
l a p e n e t r a c i ó n d e l e s p e r m a t o z o i d e a t r a v é s d e l a zona 
p e l ú c i d a . P e r o , n u e s t r o s e s t u d i o s s o b r e f e c u n d a c i ó n 
i n v i t r o en háms t e r , u t i l i z a n d o a n t i c u e r p o s mono-
c l o n a l e s (AMC) a n t i - a c r o s i n a o i n h i b i d o r e s e s p e c í f i c o s 
d e s e r i n a s p r o t e a s a s , mues t ran que no s ó l o s e i n h i b e 
l a p e n e t r a c i ó n s i n o t amb ién l a un ión d e l o s 
e s p e r m a t o z o i d e s a l a zona p e l ú c i d a . 

E l o b j e t i v o d e e s t e t r a b a j o e s e s t u d i a r l a 
p a r t i c i p a c i ó n d e un s i t i o d e un ión a f u c o s a , p r e s e n t e 
en a c r o s i n a , que p o d r í a e s t a r i n v o l u c r a d o en l a un ión 
d e l e s p e r m a t o z o i d e a l h u e v o . Con e s t e p r o p ó s i t o , nos 
i n t e r e s a s e l e c c i o n a r AMC d i r i g i d o s c o n t r a e l s i t i o d e 
un ión a fucosa d e s d e un p a n e l d e 20 AMC a n t i - a c r o s i n a 
humana. 

Se r e a l i z a r o n e n s a y o s d e c o m p e t e n c i a e n t r e l o s 
AMC y p o l l s a c á r i d o s p o r su un ión a a c r o s i n a , m e d i a n t e 
t é c n i c a s d e i r a n i n o f l u o r e s c e n c i a i n d i r e c t a y E L I S A . De 
12 AMC a n a l i z a d o s , a l menos 3 muest ran i n h i b i c i ó n p o r 
f u c o i d a n o , un h e t e r o p o l i s a c á r i d o d e f u c o s a s u l f a t a d a . 

E s t o s AMC s e r v i r á n como h e r r a m i e n t a p a r a e s t u d i a r 
un r o l r e c i e n t e m e n t e p r o p u e s t o pa ra a c r o s i n a , e l d e 
p a r t i c i p a r en l a un ión e s p e r m a t o z o i d e - h u e v o . 

F i n a n c i a d o p o r F o n d e c y t ( 4 9 5 / 8 9 y 5 7 7 / 8 9 ) . 
( * ) : b e c a r i a Fundac ión R o c k e f e l l e r . 

СШИШТ0 У DETECCIM DE PETEMlMaTES К IMESIVIMO E IIMSIVIMD DE 
Saltotella tytbi Tyz. (ESTUDIOS PttLINiaAe.ES). (Cloning and detection of 
StlaoMlli typbi Ty2 adhesión and invasión deteninants). Solis. A.. Cachicas. 
V., Hinrichsen. V.. Visque;. A.. Hallar. C . Yudelevich, A, laboratorio de 
Bioquítica. Departamento de Biología Celular y Molecular. Pontificia 
universidad Católica de Chile. 

La capacidad de bacterias enteropatógenas de adherirse y en algunos 
casos, adeaás, invadir células de la aucosa gástrica es un eleaento luy 
iaportante en el proceso de infección. 

Con el objeto de caracteriiar a nivel eolecular los genes involucrados, y 
las características del proceso de adhesión e invasión estaaos estudiando este 
proceso en Stlmmlla so». Para ello estaaos utilizando la cepa Silionelli 
typhi Ty2, agente etiológico de la fiebre tifoidea, enferiedad que es endéiica 
en Chile. 

A fin de identificar las funciones involucradas en estos procesos de 
adhesión y/o invasión, se ha construido en C. coli VCS257 un banco de genes de 
SaltoiulU typhi en el cosaidio pHC79. Para ello helos utilizado una cepa 
aislada de una euestra clínica. Este banco ha sido utilizado para identificar 
clones en f. coli que han adquirido la capacidad de adherirse o invadir iit 
¥Ítro cultivos • de células Hela crecidas en aonocapa. El estudio de la geooteca 
peraitió aislar dos clones denoiinados 13 у T4 que adquirieron la capacidad de 
adherirse e invadir a células Hela. 

Análisis del DNA presente en estos clones indica que adelas de la 
presencia del cosaidio pHC79 poseen un inserto de 43 Kb. 

Estudios .ortológicos de las bacterias y las células, realizados eediante 
eicroscopía electrónica de barrido, pereitieron deíostrai caibios en la 
superficie del clon T3 asi coto alteraciones en la superficie de las células 
Hela durante los eventos estudiados. Las evidencias prelieinares sugieren la 
participación de una estructura tipo fiabria en la adhesión resistente a la 
inhibición por lanosa. La eicroscopía electrónica de transiisión peraitió 
visualizar y deaostrar la invasión de las células HeLa por el clon 13. 

Financiaaiento proyecto FONDECYT 398-38. 

http://PttLINiaAe.ES
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ESTIMULACIÓN POR Ca DE LA HIDRÓLISIS DE GTP INTERCAM­
BIABLE EN LA TUBULINA. (Hyclrolys is s t i m u l a t i o n by 
calcium of the exchangeable GTP in t u b u l i n ) . *Soto . 
C . , De l a Cerda, M. y Monas ter io , 0. Departamento de 
B i o l o g í a , Facu l tad de C i e n c i a s , u n i v e r s i d a d de C h i l e . 

La t u b u l i n a un hetsrodímero de masa molecular 110 
kDa, posee dos s i t i o s p a r a GTP, uno de l o s cua l e s 
in tercambia e l n u c l e o t i d o ( s i t i o E ) . Dursnte l a p o l i m e ­
r i z a c i ó n e l GTP i n t e r c a m b i a b l e se h i d r o l i z a l i b e r a n d o 
P i . La c o l c h i c i n a que inh ibe l a p o l i m e r i z a c i ó n , induce 
l a h i d r ó l i s i s de e s t e n u c l e o t i d o . 

Para i n v e s t i g a r s i mecanismo de i n h i b i c i ó n de l a 
p o l i m e r i z a c i ó n por Ca e s t a r e l a c i o n a d o con l a h i d r ó ­
l i s i s de GTP en e l s i t i o E, s e midió l a v e l o c i d a d de 
l i b e r a c i ó n de Pi en una s o l u c i ó n de t u b u l i n a en 
ausencia y e n ^ p r e s e n c i a de c a l c i o , u t i l i z a n d o como 
s u s t r a t o ( V-P ) - G T P . La t u b u l i n a de c e r e b r o de p o l l o 
se p u r i f i c ó por e l método de Weisenberg ( W e i s e n b e r g , 
R . C . , y TimaBheff, S . N . (1970) Biochemistry 9, 4110-
4116) y s e f i l t r ó a t r a v é s de Sephacryl S-300 p a r a 
e l i m i n a r a g r e g a d o s . La v e l o c i d a ^ de h i d r ó l i s i s de GTP 
en ausenc ia y p r e s e n c i a de Ca 2 mM fue de 0,18 + 
0,03 nmoles y 0,46 + 0,01 rimóles de GTP/mg de 
t u b u l i n a / m i n , respec t ivamente . El incremento de 2,56 
veces en l a v e l o c i d a d de h i d r ó l i s i s producido por 
Ca fue directamente p r o p o r c i o n a l a l a concentrac ión 
d e l metal e n t r e 0,2 mM y 4,0 mM, l o cual a su vez se 
c o r r e l a c i o n a con l a s concentrac iones donde e l Ca 
inh ibe l a p o l i m e r i z a c i ó n de ^tubul ina . Contro l e s con 
metales monovalentes y con Mg a l a s mismas concentra ­
c iones de Ca , no presentaron ningún e f e c t o s o b r e l a 
a c t i v i d a d GTPás ica . Los r e s u l t a d o s ind ican que e l i on 
Ca es t imula l a a c t i v i d a d GTPásica de l a p r o t e í n a en 
s o l u c i ó n . Este e f e c t o p o d r í a e s t a r r e l a c i o n a d o con^gl 
mecanismo de i n h i b i c i ó n de l a p o l i m e r i z a c i ó n por Ca , 
pues p a r a que se formen microtúbulos es i m p r e s c i n d i ­
b l e l a p r e s e n c i a de GTP en e l a i t i o E de l a t u b u l i n a . 

F inanc iado por proyectos FONDECYT 1133-89 y D T I . 
• B e c a r i o Fundación Andes. 

F0SF0FRUCTOQUINASAS DE Bilí CON PROPIEDADES CINÉTICAS 
DIFERENTES N0 MUESTRAN .EL MISMO GRADO DE CICLO DE 
SUSTRATOS. ( E L SALÍ p h o s p h o f r u c t o k i n a a e s w i t h d i f f e r e n t 
k i n e t i c p r o p e r t i e s DO not shoH tha sana r a t a o f 
s u b s t r a í a c y c l a ) . l o r r e s ^ . ¡ K C . y BittuL. 1*. Depar tamento 
da B i o l o g í a , F a c u l t a d DA C i e n c i a s , U n i v e r s i d a d da C h i l e . 

La f o s f o f r u c t o q u i n a s a ( P f k ) y l a fructosa b i s f o s f a t a s a 
(Fbp) c a t a l i z a n r e a c c i o n a s o p u e s t a s DA l a vía 
g l i c o l i t i c a y g l u c o n e o g é n l c a y s e ha p o s t u l a d o que su 
a c c i ó n a s r e g u l a d a po r v a r i o s e f e c t o r e s d e Modo qua no 
s e p roduzca un c i c l o de s u s t r a t o s y que a l f l u j o nato de 
• e t a b o l i t o s o c u r r a en a l s e n t i d o r e q u e r i d o . En este 
t r a b a j o sa e s t u d i a a l c o n t r o l de e s t a s e n z i a a s de E t 

S a l í u t i l i z a n d o un mode lo í q YÍÍR.8 con 
f o s f o f r u c t o q u i n a s a s qua poseen p r o p i e d a d e s c i n é t i c a s 
d i f e r e n t e s . P f k - 1 p r e s e n t a una f u n c i ó n de s a t u r a c i ó n 
s i g a o i d e a con r e s p e c t o a f r u c t o s a - 6 - P , e s i n h i b i d a po r 
P - e n o l p i r u v a t o Y a c t i v a d a po r ADP. P f k - 2 Y su v e r s i ó n 
•u t ada , P f k - 2 » , p r e s e n t a n una f u n c i ó n h i p e r b ó l i c a Y no 
son a f e c t a d a s po r e s o s c o e p u e s t o s . D e b i d o a una Mutación 
e s t r u c t u r a l , P f k - 2 * no e s i n h i b i d a po r ATP Y c e p a s que 
c o n t i e n e n e s t a e n z i a a crecen Muy l e n t a e e n t e en f u e n t e s 
de c a r b o n o g l u c o n e o g é n i c a s . 

En e l a o d e l o í q v ü c b s e a c o p l ó e l e n s a y o d e P f k Y Fbp 
usando s i s t e m a s de e n z i a a s a u x i l i a r e s que r educen NAO u 
o x i d a n NADH, de Modo que l a a b s o r b e n c i a a 340 nm i n d i q u e 
e l b a l a n c e e n t r e la a c t i v i d a d de P f k y Fbp . 

A l usar c o n d i c i o n e s i n i c i a l e s que s i a u l a n l a s d e l 
c r e c i a i e n t o en c o n d i c i o n e s g l u c o n e o g é n i c a s , l a t a s a de 
c i c l o de s u s t r a t o s Mes ba j a f u e l a d e l par P f k - l / F b p , 
Mientras que l a de P f k - 2 » / F b p f u e l a Más a l t a , s i e n d o 
i n t e r e e d i a l a de P f k - 2 / F p b . E s t o s r e s u l t a d o s se pueden 
explicar po r l a i n h i b i c i ó n de P f k - 1 po r P - e n o l p i r u v a t o Y 
de P f k - 2 por ATP. Debida a que P f k - S * no e s i n h i b i d a po r 
ATP, s e p roduce un c i c l o f ú t i l que d e t e r m i n a el l e n t o 
c r e c i m i e n t o de l a s c e p a s que c o n t i e n e n a e s t a e n z i a a . 
L a s p r e d i c c i o n e s de e s t e á n d e l o s e s o e e t e r á n a prueba 
Mediante Mediciones í q Y_IY.A. 
F i n a n c i a d o por F o n d e c y t , P r o y e c t o 1120-89. 

L a М Н Ш К Ю Я ОС L A S U L F A T A C I M AFECTA L A 
M O V I D A ! ) DC L A R V A S VELIGERAS DE С . с е е д а е Н е и 
( Inhlbition of sullaucm sit íete the mobütty of С eanjhalepaa 
reljgers larva* ) . Orre» » y BnHidmi E Unidad НепгоЬюкда 
Molecular. Departamento Biología Celular y Molecular. Fac. Cien-
des Biológicas. P. Universidad Católica i e Chile. 

Se ha demostrado que las moléculas sulfatadas son de gran impor­
tancia en el desairólo de invertebrados marinos. Recientemente 
hemos deracetredo que tanto la movilidad de larvas veljgeres de 
Condiolepas rancholepas como el grado de sulfatación de macro-
molécutas dependen de la concentración de sulfato en el agua de 
mar. Para estudiar la espeemadad del electo del sulfato, hemos u-
sado un inhibidor e s p e d í * » de la sulf atadóo. doraba y evaluado su 
electo a nivel de sulfatación y monndad larval 

El clorato a una ooncentracioo 10 mM inhibió e s un 80S la incorpo­
ración d* sulfato a macromoleculas precipi tablee por TCA. mientras 
que la mcorrxaraón de meuonina j fosforo a proteínas no se afec­
tó e s mas de un 10X. La üihibidón de- la sulfatación presenta un 
tiempo medio de 20 minutos, sugiriendo que el pool mtracelular de 
PAPS. la molécula donante de sulfato es muy pequeño. И clorato 
ademas de inhibir la sulfatación, alecto fuertemente la movilidad 
de las larvas. Ambos fenómenos resultaron ser reversibles. El 
análisis de los proteeglicanes sulfatados en columnas de intercam­
bio iónico, reveló que aquellos provenientes de larvas incubadas 
con clorato presentan un grado menor de sulfatación en compara­
ción a loe controles. 

Estos resultados sugieren que la sulfatación está directamente in­
volucrada con la movilidad de las larvas y probablemente es de v i ­
tal importancB para e l desairólo de estos organismos Actualmente 
estamos determinando e l upo de molécula ( s ) sulfatadas que parti­
ciparía en este fenómeno. 

Fmanáado por )FS Н 0 7 Л y FOHDECYT 4502/84. 

A C T I V I D A D A T P S s l c a - A D P S s i c a DE U T E R O DE R A T A . 
( A T P a s e - A D P a s e a c t i v i t y o f r a t u t e r u s ) . V a l e n -
z u e l a . M . A . . C o l l a d o s . L . . L a r a . H . . K e t t l u n . 
A . M . , M a n c i l l a . M . y T r a v e r s o - C o r l . A . D e p t o . 
B i o q u í m i c a y B i o l o g í a M o l e c u l a r . F a c u l t a d d e 
C s . Q u í m i c a s y F a r m a c é u t i c a s . U n i v . d e C h i l e . 

H e m o s d e m o s t r a d o l a e x i s t e n c i a d e a p i r a s a , 
l i g a d a a m e m b r a n a s , e n O t e r o d e r a t a , c u y o s ni 
v e l e s d i s m i n u y e n d u r a n t e l a p r e ñ e z . E n t r e l a s 
f u n c i o n e s p r o p u e s t a s e s t á n s u p a r t i c i p a c i ó n e n 
l a c o a g u l a c i ó n ( a c t i v i d a d A D P S s i c a ) y d e g l i c o 
s i l a c i Ò n d e p r o t e í n a s ( a c t i v i d a d N D P S s i c a ) . ~ 

E s t e t r a b a j o t i e n e d o s o b j e t i v o s i c o r r e l a ­
c i o n a r s u l o c a l i z a c i ó n c o n e s t a s f u n c i o n e s y 
s u p o s i b l e r e g u l a c i ó n . E l p r i m e r o s e l l e v o a 
c a b o c o n un f r a c c i o n a m i e n t o s u b c e l u l a r e n g r a ­
d i e n t e d e s a c a r o s a . E n é s t e s e e n c o n t r ó q u e e l 
80% d e l a a c t i v i d a d A T P a s i c a - A D P S s i c a e s t * a s o 
c i a d a a r e t í c u l o e n d o p l a s m i c o , u n 16% a m e m b r a 
n a p l a s m á t i c a y s ó l o un 4% a l a p a r a t o d e G o l g i - , 

P a r a e l s e g u n d o o b j e t i v o s e s i g u i ó l a a c t i _ 
v i d a d a p i r & s i c a e n r a t a s d u r a n t e e l c i c l o es 
t r a i y a d e m a s e n r a t a s i m p l a n t a d a s c o n d o s i s " 
d e e s t r a d i o l e q u i v a l e n t e a l p r o e s t r o ( 7 d í a s ) . 
D u r a n t e e l c i c l o e s t r a l n o h u b o d i f e r e n c i a s 
s i g n i f i c a t i v a s d e l a a c t i v i d a d a p i r a s i c a e n 
l o s h o m o g e n e i z a d o s d e u t e r o , s i n e m b a r g o , e n 
l a s r a t a s i m p l a n t a d a s c o n e s t r a d i o l s e o b s e r v ó 
un a u m e n t o d e u n 30% d e d i c h a a c t i v i d a d . E n e s 
t a s c o n d i c i o n e s e l a u m e n t o t o t a l d e p r o t e í n a s -

f u e d e s ó l o un 5%. 

L a d i s t r i b u c i ó n s u b c e l u l a r d e l a a p i r a s a e n 
e l u t e r o c o n c u e r d a c o n s u s d o s f u n c i o n e s p r o ­
p u e s t a s . E l e f e c t o d e e s t r a d i o l c o n f i r m a e l p o 
s i b l e c o n t r o l h o r m o n a l d e e s t a a n s i m a s e g ú n ~~ 
l a s c o n d i c i o n e s f i s i o l ó g i c a s d e l t e j i d o . 

F i n a n c i a d o p o r P r o y e c t o F O N D E C Y T 9 0 - 1 0 0 6 



R384 RESÚMENES 

CONCENTRACIONES DE HIDROCARBUROS POLICICLICOS AROMÁTI­
COS QUE CONTAMINAN EL AIRE DE SANTIAGO. 
(Concent ra t ions of p o l y c y c l l c aromat ic hydrocarborns tn 
the a i r p a r t i c u l a t e m a t e r i a l of S a n t i a g o ) . 
Vasquez . H. y G i l , L. 
Departamento de B i o q u í m i c a , f a c u l t a d de Med ic ina , U n i ­
v e r s i d a d de C h i l e . 

Es reconocido e l hecho que un a l t o p o r c e n t a j e de 
cáncer en humanos, e s t á r e l a c i o n a d o con l a e x p o s i c i ó n 
a compuestos q u í m i c o s . Dentro de es tos compuestos, los 
h i d r o c a r b u r o s p o l i c f c l i c o s aromát icos (HPAs), que se 
encuentran presentes en p a r t í c u l a s contaminantes de l 
a i r e de l as c i u d a d e s , son metabol izados por e l s i s t e ­
ma P-450 de o x i d a s a s de func ión mix ta . Con e l o b j e t o 
de e s t u d i a r los e f e c t o s metabó l icos de los HPAs que 
contaminan S a n t i a g o , se a n a l i z a r o n muestras d i a r l a s del 
a i r e de v a r i a s zonas de l c e n t r o . 

Por HPLC se i d e n t i f i c ó y c u a n t i f l c ó los HPAs p r e s e n ­
tes en los e x t r a c t o s o r g á n i c o s de p a r t í c u l a s que se r e ­
cogieron en f i l t r o s de f i b r a de v i d r i o , a t r a v é s de los 
c u a l e s pasó a l rededor de 2000 nr de a i r e . 

La mayoría de l a s muestras cont iene Benzo(a )p l reno , 
benzoantraceno, benzo (b ) f luoran teno , d ibenzoant raceno , 
benzo(k ) f luoranteno y c r i s e n o . Todos los c u a l e s son 
potentes c a n c e r í g e n o s . Las concent rac iones de es tos 
compuestos v a r i a ampliamente en los d i s t i n t o s d í a s . 
Es to podr ía deberse a una s e r i e de f a c t o r e s cambiantes 
t a l e s como: temperatura y humedad a m b i e n t a l , p r e c i p i t a ­
c i o n e s , v i e n t o s , e t c . 

Estos r e s u l t a d o s exper imenta les se d i s c u t e n con r e s ­
pecto a a lgunos de los parámetros mencionados. 

F i n a n c i a d o por FONDECYT, Proyecto 0863. 

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

ñoz, S. y Solari, A. Depto. Bioquímica, Facul-

tad de Medicina, Universidad de Chile. 

La metilación del DNA ha sido descrita en un 
amplio rango de tipos celulares. Estudios an al^ 
gunos sistemas nucleares eucarióticos, han evi­
denciado una clara correlación entre metilacion 
del DNA y regulación de la expresión génica. 

Algunas investigaciones realizadas en proto­
zoos estrechamente relacionados a T. cruzi (T. 
brucei y T. equiperdum)han revelado la existen­
cia de metilacion en regiones especificas del 
DNA cromosomal. Sin embargo, no se entrega in­
formación sobre lo que sucede con el DNA mito-
condrial o DNA kinetoplastídico (kDNA) en estas 
especies de parásitos. 

Con el objeto de estudiar el estado de metila 
ción del kDNA de T. cruzi se procedió a anali­
zar 8 muestras de kDNA purificado de parásitos 
que cubren un gran espectro de poblaciones de 
T. cruzi. Cada kDNA fué sometido a digestión 
con dos pares de enzimas de restricción 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 3 a y el par Mspl-Hpall, que 
permiten la detección de metilacion en la base 
adenina (secuencia GATC) y citocina (CCGG) res­
pectivamente . 

El análisis de los kDNA mostró que no se 
observaron diferencias entre los perfiles de 
restricción de los kDNA obtenidos con cada par 
de isoesquisomeros. Por lo tanto, estos resulta 
dos sugieren fuertemente la ausencia de metila­
cion en el DNA mitocondrial de T. cruzi. 

REGULACIÓN DEL GEN DE CADENA L I V I A N A D i LA HTOSIKA 
CARDIACA DE POLLO POR EL ONCOGBN c - f o s . ( c - f o s 
R e g u l a t i o n o f t h e chic leen , c a r d l a c n y o s i n l i g h t c h a i n 
g e n e ) Z á i r a g a , A . M . , M a s c a r e l o , E . * , M a r t i n , N . E . * y 
S i d d l g u i , N . A . Q . * I n s t i t u t o de B i o q u í m i c a , F a c . de 
C i e n c i a s , U n i v e r s i d a d A u s t r a l , V a l d i v i a . • A n a t o a y and 
C e l l B i o l o g y Depar tment , SUMY-HSC, BROOKLYM, N . Y . , 
USA. 
La d i f e r e n c i a c i ó n de l a s c é l u l a s musculares c a r d i a c a s 
de p o l l o c o n s t i t u y e un s i s t e m a muy v e n t a j o s o para e l 
e s t u d i o de i n d u c c i ó n de genes e m b r i o n a r i o s . En e t a p a s 
tempranas d e l d e s a r r o l l o , 24 horas después d e l i n i c i o 
de l a s e g m e n t a c i ó n d e l h u e v o , l a s c é l u l a s p r e s u n t i v a s 
c a r d i a c a s ya e s t á n programadas para d i f e r e n c i a r s e a 
• i o b l a s t o s c a r d i a c o s , aen cuando f e n o t l p l c a m e n t e son 
i n d i s t i n g u i b l e s r e s p e c t o a l r e s t o de l a s c é l u l a s . 
Hemos a i s l a d o y d e t e r m i n a d o l a s e c u e n c i a d e l gen de l a 
cadena l i v i a n a f o s f o r i l a b l e de l a m i o s i n a , HLC2. Su 
p romotor fue i d e n t i f i c a d o po r maneo con n u c l e a s a S I , 
e x t e n s i ó n de o l i g o n u c l e o t i d o con t r a n s c r i p t a s a i n v e r s a 
y e n s a y o s de e x p r e s i ó n t r a n s i e n t e s en c u l t i v o s 
p r i m a r i o s y e s t a b l e c i d o s de c é l u l a s c a r d i a c a s . 
A n á l i s i s c o m p u t a c i o n a l de l a s e c u e n c i a n u c l e o t i d l c a de 
l a r e g i ó n S ' - n o c o d i f i c a n t e i n d i c a l a p r e s e n c i a de 
e l e m e n t o s CAT y TATA y de s e c u e n c i a s c o n s e r v a d a s que 
son r e c o n o c i d a s por p r o t e í n a s r e g u l a d o r a s de t r a n s ­
c r i p c i ó n t a l e s como hsp 70 , SP1 y A P - 1 e n t r e o t r a s . E l 
p r o t o - o n c o g e n c - f o s c o d i f i c a para p r o t e í n a s que forman 
un c o m p l e j o que r e g u l a t r a n s c r i p c i ó n en p r o m o t o r e s que 
c o n t i e n e n s e c u e n c i a s r e c o n o c i d a s por A P - 1 . P o r t a n t o , 
a o b j e t o de d e t e r m i n a r s i l a o n c o p r o t e i n a c - f o s e j e r c e 
a lguna a c t i v i d a d r e g u l a d o r a s o b r e l a e x p r e s i ó n d e l gen 
para HLC2, hemos hecho c o t r a n s f e c c i o n e s de c é l u l a s 
c a r d i a c a s en c u l t i v o p r i m a r i o con l o s p l a s m i d i o s que 
e x p r e s a n c l o r a n f e n i c o l a c e t i l t r a n s f e r a s a ( C A T ) 
c o n t r o l a d a por e l p romotor de MLC2, l a p r o t e i n a c - f o s 
c o n t r o l a d a por su mismo promotor y l u c i f e r a s a r e g u l a d a 
por e l p romotor de SV40. La s o b r e p r o d u c c i ó n de l a 
o n c o p r o t e i n a s e d e t e r m i n ó por ensayos de Wes te rn 
r e v e l a d o s con a n t i c u e r p o s m o n o c l o n a l e s a n t l - c - f o s 
marcados con " * I . L o s r e s u l t a d o s i n d i c a n que e l 
p r o d u c t o de c - f o s i n t e r a c t u a r i a con l a r e g i ó n 5 ' d e l 
gen MLC2 i n h i b i e n d o su a c t i v i d a d promotora y po r t a n t o 
b loqueando l a p r o d u c c i ó n de CAT. Se d i s c u t e l a 

Sr o b a b l e i m p l i c a n c i a de oncogenes en p r o c e s o s de 
i f e r e n c l a c i ó n c e l u l a r . 
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I N I T I A T I O N OP T R A N S C R I P T I O N AT C L A S S I I 
PROMOTERS 
D a n n y R e i n b e r g . D e p a r t m e n t o f B i o c h e m i s t r y , 
U n i v e r s i t y o f M e d i c i n e a n d D e n t i s t r y o f N e v 
J e r s e y , R o b e r t Wood J o h n s o n M e d i c a l S c h o o l . 
P i s c a t a w a y , New J e r s e y . 

T h e m e c h a n i s m s o p e r a t i n g t o 
r e g u l a t e i n i t i a t i o n o f t r a n s c r i p t i o n a r e 
c o m p l e x . Two k i n d o f e l e m e n t s , g e n e r a l ( T A T A 
a n d i n i t i a t o r m o t i f s ) a n d v a r i a b l e , 
c o n s t i t u t e a n d r e g u l a t e a c t i v i t y o f a d e f i n e d 
p r o m o t e r . S i x d i f f e r e n t f a c t o r s ( T F I I A , - I I B , 
- I I D , I I E , - I I P a n d - I I G ) i n a d d i t i o n t o RNA 
p o l y m e r a s e I I o p e r a t e v i a t h e T A T A a n d 
i n i t i a t o r m o t i f s . The r o l e s t h a t e a c h o f 
t h e s e f a c t o r s p l a y d u r i n g t r a n s c r i p t i o n w i l l 
b e d i s c u s s e d . 

C E L L U L A R T R A N S C R I P T I O N FACTORS I N T E R A C T WITH 
I M M O B I L I Z E D A D E N O V I R U S E 1 A . K a t h l e e n A . M a g u i r e , 
X i a o - P i n g S h i , M a r t i n R o s e n b e r g , J a y R a p p a p o r t , 
and R o b e r t o W e i n m a n n . The W i s t a r I n s t i t u t e , 
P h i l a d e l p h i a , PA 1 9 1 0 4 - 4 2 6 8 , U S A . 

The m e c h a n i s m o f a d e n o v i r u s E l A - m e d i a t e d t r a n s -
a c t i v a t i o n o f v i r a l p r o m o t e r s i s no t y e t u n d e r ­
s t o o d . One o f t h e s u g g e s t e d m o d e l s p r e d i c t s 
t h a t t h e E1A p r o t e i n i n t e r a c t s and somehow a l ­
t e r s c e l l u l a r t r a n s c r i p t i o n f a c t o r a c t i v i t y 
r e s u l t i n g i n p r o m o t e r a c t i v a t i o n . We h a v e s t u d 
i e d t h e i n t e r a c t i o n b e t w e e n b a c t e r i a l l y produced -

E1A l i n k e d t o S e p h a r o s e a n d v a r i o u s DNA b inding 
p r o t e i n s p r e s e n t i n H e L a c e l l e x t r a c t s . Nuc lear 
e x t r a c t i n c u b a t e d w i t h i m m o b i l i z e d E1A was a s ­
s a y e d f o r t r a n s c r i p t i o n a l and DNA b i n d i n g a c t i v ­
i t y . RNA p o l y m e r a s e I I - d i r e c t e d t r a n s c r i p t i o n 
was r e d u c e d i n t h e u n b o u n d f r a c t i o n w h i l e RNA 
p o l y m e r a s e I l l - d i r e c t e d t r a n s c r i p t i o n c o n t i n u e d 
u n a b a t e d . DNA b i n d i n g a c t i v i t i e s and c r o s s -
r e a c t i v e p o l y p e p t i d e s c o r r e s p o n d i n g t o an a c t i ­
v a t i n g t r a n s c r i p t i o n f a c t o r / c A M P - r e s p o n s i v e e l ­
e m e n t and an a c t i v a t o r p r o t e i n 1 / J u n t r a n s c r i p ­
t i o n f a c t o r w e r e b o u n d t o t h e E1A c o l u m n . In 
c o n t r a s t , NF1 and AP2 DNA b i n d i n g a c t i v i t i e s 
w e r e n o t r e t a i n e d by E 1 A . F i n a l l y , i n v i t r o 
t r a n s l a t e d Jun and r e t i n o b l a s t o m a p r o t e i ns 
w e r e shown t o i n t e r a c t w i t h t h e i m m o b i l i z e d E1A 
The r e s u l t s p r e s e n t e d h e r e d e m o n s t r a t e t h a t i m ­
m o b i l i z e d E1A s e q u e s t e r s c e l l u l a r t r a n s c r i p t i o n 
f a c t o r s . The r o l e o f t h e s e i n t e r a c t i o n s i n t h e 
m e c h a n i s m o f E l A - m e d i a t e d t r a n s - a c t i v a t i o n and 
r e p r e s s i o n i s d i s c u s s e d . 




