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CONFERENCIA PROFESOR OSVALDO CORI

BIOSINTESIS Y EXPRESION DE GANGLIOSIDOS DURANTE LA
DIFERENCIACION DE CELULAS NEURALES. <(Biosynthesis
and expression of ganglyosides during
differentiation of neural celis), Maccioni, H.J.F.
crauisic {UNC-CONICET?, Facultad de Ciencias
Quimicas, Departamento de Quimica Biolb6gica, CCél,
5016 Cérdoba, Argentina.

Los gangliésidos son glicolfpidos complejos
caracterizados por poseer 4&cido sidlico. Forman
parte de 1la hemicapa externa de las membranas
plasmiticas de células superiores, en las que se
insertan por la regi6tn hidrofobica exponiendo el
clogosacarido al espacio extracelular. Estén
particularmente concentrados en las membranas del
sistema nervioso (SN), Se los considera inveolucrados
en el control de la proliferaciéon celular, adhesion
intercelular, eventos sindpticos, neuritogénesis v
plasticidad neuronal,. La biosintesis del
oligosacdrido se realiza en el complejo de Golgi del
soma neuronal, por 1la adicién de monosacaridos a
partir de nucleétido azdcares. Desde alli son
transportados a la superficie neuronal, llegando a
los terminales sindpticos en la onda rapida del
transporte axonal,

La composicién del oligosacdrido de los ganglibsidos
cambia durante la ontogénesis del SN, En estadfos
proliferativos e indeferenciados abundan los
ganglidésidos carentes del disacarido terminal
galactosil-N-acetilgalactosamina (GD3), mientras que
en estadios diferenciados abundan los que contienen
dicho terminal <(GDia). Estos cambios parecen ser
consecuencia de la modulacién por desarrollo de
glicosiltransferasas claves de 1la biosintesis, en
forma especifica para cada tipo celular, ¥y que
caracterizan al menos tres estadios <celulares:
neuro-gliobldstico, diferenciado terminal (neuronas)
y diferenciado no-terminal ¢algunos tipos gliales),
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ESTRUCTURAR Y FUNCION DE FOSFOFRUCTOQUINASA. ESTRATEGIAS
GENETICAS. (Structure and function of phosphofructo—
kinase. Genetic strategies.) Babul

Quimica, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

Una de las herramientas genéticas mas utilizadas
para determinar el rol estructural o funcional de de-
terminados aminodcidos en una proteina es cambiarlos
por otros y examinar las propiedades de la proteina
alterada. De especial interés son aquellos casos en que
se someten a prueba las hipétesis sobre la importancia
de algunos residuos de aminodcidos de proteinas cuya
estructura se conoce a nivel atémico. Antes del desa-
rrollo de 1la tecnologia del DNA recombinante estos
cambhios se efectuaban por medio de mutaciones fenotipi-
cas y, posteriormente, se ha hecho frecuente el uso de
la mutagénesis dirigida del DNA que codifica a la
proteina.

Estas estrategias han sido utiles para separar las
caracteristicas estructurales y funcionales, especial-
mente en el caso de enzimas reguladoras que, como la
fosfofructoquinasa (Pfk), son estructuralmente comple-
fenctipica cepas que presentan defectos de crecimiento
cuyas Pfk son insensibles a la inhibicién por ATP.
Ademds la enzima mutada difiere de la normal en su
estabilidad, mecanismo cinético y en el efecto de los
sustratos sobre el estado de agregacién. Por otra par-
te, cepas en las que una Pfk que presenta cinética
hiperbdlica (Pfk-2) reemplaza a otra que posee cinética
sigmoidea con respecto a uno de los sustratos (Pfk-1),
no son afectadas en su crecimiento. Al reemplazar por
mutageénesis dirigida un residuc del sitio para el inhi-
bidor P-enolpiruvato en Pfk-1, este compuesto se con~
vierte en activador. 0Otros reemplazos han permitido
conocer el rol de algunos residuos en el proceso cata-
litico.

Financiado por DTI (U. de Chile), Fondecyt y OERA.

MODIFICACION QUIMICA DEL SITIO ACTIVO DE LA

CARBOXIQUINASA FOSFOENOLPIRUVICA DE LEVADURAS.
(Chemical modification of yeast phosphoenolpy-
ruvate carboxykinase active site). E. Cardemil,

S. Araneda, M.V. Encinas, A.M. Jabal uinto, V.
Quifiones, C. Saavedra. Departamento de Quimica,
Facultad de Ciencia, Universidad de Santiago

de Chile.

La descarboxilacidn enzimftica del oxaloace
tato es una de las primeras etapas de la gluco
neogénesis a partir de compuestos de 3 y 4 dto
mos de carbono. Este paso es catalizado por la
carboxiquinasa fosfoenolpirGGvica (PEPCK) en
una reaccidn que requiere un nucledsido trifos
forilado que, dependiendo de la especie, puede
ser ATP, GTP o ITP.

La PEPCK es un mondmero en la mayoria de
las especies, un dimero de T. cruzi, un tetrd-
mero en levaduras, y un hexamero en plantas.
En la mayoria de los casos, la masa molecular
del monBmero fluctfia entre 64 y 70 kDa, presen
tando alrededor de un 60% de homologfia en las
secuencias primarias descritas para las enzi-
mas de higado de rata, de higado de pollo y de
D. melanogaster. En relacidn a2 las enzimas po-
liméricas, se tiene un conocimiento menor en
cuanto a su estructura. Por ello, con el obje-
to de obtener informacidn directa acerca de la
estructura del sitio activo en estas enzimas
que, junto con permitir un mejor entendimiento
del proceso catalftico, pueda ser empleada pa-
ra establecer relaciones estructurales entre
carboxiquinasas de diferente estructura cuater
naria, hemos comenzado a estudiar la enzima de
levaduras. Se discute la incorporacidn de son-
das fluorescentes y radiactivas & la enzima de
§. cerevisiae.

Financiado por DICYT-USACH y FONDECYT-CHILE.

Coordinador: J. Eyzaguirre

PIRUVATO QUINASA: ESTRUCTURA Y FUNCION. (Pyruvate
kinase: structure and function). Eyzaguirre,dJ. Facultad
de Ciencias Biol8gicas, Universidad CatBlica de Chile.

La piruvato quinasa (PK) es una enzima que partici-
pa en la regulacién de la vfa glicolitica, y que catali-
2a 1a transferencia de fosfato del fosfoenolpiruvato al
ADP con formacién de ATP.y piruvato.

Importantes avances se han hecho recientemente en
nuestros conocimientos sobre estructura y funcifn de es-
ta enzima. Actualmente se conoce la secuencia aminoaci-
dica de Tas PK de higado humano y de rata, de misculo de
gato y de pollo y de levadura, las que muestran una homo
logfa significativa. La estructura tridimensional de la
enzima de misculo de gato ha sido establecida por difrac
cifn de rayos X con una resolucitn de 2.6 A.

Experimentos de modificacién quimica han permitido
deternminar la participaci6n de lisinas, cistefnas, argi-
ninas e histidinas como residuos esenciales para la fun-
cidn catalftica, si bien sdlo se ha localizado en la es-
tructura la participacién de lisinas. Nuestro laborato-
rio, utilizando marcacidn por afinidad con ADP-dialdehi-
do, seguida de ruptura triptica y purificaci6n y secuen-
ciacidn del péptido marcado, han establecido Ta partici-
pacién de esta lisina esencial en la enzima de misculo
de conejo, que estarfa situada en el sitio de unibn del
nucleftido. También se ha localizado una lisina igual -
ment~ reactiva en una ubicacifn equivalente de la enzima
de levadura, y por otros autores en la de miisculo de ga-
to.

Utilizando la estructura de la enzima de gato como
punto de referencia, se ha ubicado esta lisina en uno de
los alfa hélices del dominio A de la enzima, que estd si
tuado a la entrada del sitio activo.

Financiado en parte por DIUC.

REGULACION Y AGREGACION DE FRUCTOSA-1,6-BISFOSFATASA
(Regulation and aggregation of fructose 1,6~
bisphosphatase). Slebe, J.C., Reyes, A., Rodriguez, P.,
Ludwig, H. y Hubert, E. Instituto de Bioguimica,
Facultad de Ciencias, Universidad Austral de Chile

La multiplicidad de mecanismos de control que
afectan la actividad de fructosa-1,6-bisfosfatasa
(FBPasa) indica que su modulacién es compleja, razén que
ha dificultado el conocimiento del mecanismo de 1la
interaccién de la enzima con sus ligandos. El dilucidar
varios aspectos de la relacién entre la estructura de la
FBPagsa y su funcién in vivo, constituye el objeto de
interés de nuestras in;;stigaciones.

Para comprender la regulacién de esta enzima, hemos
utilizado técnicas de modificacién quimica, de anélisis
de estructura primaria y estudios espectroscépicos,
empleando espectroscopia diferencial ultravioleta,
fluorescencia y resonancia magnética nuclear. Hemos
logrado caracterizar algunos residuos de aminofcidos
implicados en la regulacién de la actividad, obtener
informacién acerca del microambiente de sitios de unién
de ligandos y localizar algunos de estos sitios en la
estructura de la protefna. Discutiremos como la
combinacién de estas técnicas ha proporcionado
informacibn acerca de las propiedades de los dominios y
aun de aminodcidos individuales en la enzima, as{ como
de la existencia de cambios conformacionales vinculados
a su funcién catalfitica.

Finalmente, se relacionaré un cambio
conformacional, inducido por cationes monovalentes, con
una autoagregacién de tipo filamentosa de la protefna.
Esta asociacién podria estar relacionada con una posible
interaccién in vivo de la FBPasa con otras proteinas
citosblicas, situacidén que se estd analizando por
microscopfa electrénica y otras técnicas adecuadas para
detectar asociaciones débiles entre protefnas.

(Financiado por: DIC-UACH, RS-85-26; FONDECYT, 179/87)
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SIMPOSIO PROTEINAS: ESTRUCTURA Y FUNCION 11

ESTRUCTURA, CATALISIS Y REGULACION DE APIRA =~

SAS VEGETALES Y ANIMALES. (Structural, cataly

tic and regulatory characteristic of plant and
animal apyrases). Afda Traverso-Cori. Depto.

Bioquimica y Biologla Molecular, Fac. Ciencias
Quimicas y Farmacéuticas. Universidad de Chi-

le.

An ubiquitous diphosphohydrolase (EC. 3.6.
1.5.) commonly called apyrase has been descri
bed in plant and animal tissues. This enzyme
hydrolyses only pyrophosphate bonds from di
and triphosphate of organic and inorganic sub
strates in the presence of bivalent metals.
Homogeneous isoapyrase from some varieties of
Solanum tuberosum tubers were obtained in or
der to perform studies on structural, kine -
tics and physicochemical properties as well
as amino acid residues involved in the cataly
tic site of the isoenzymes.

Mammalian apyrase has been described in mi-
crosomal membrane of porcine pancreas, mamma~
ry and salivary glands, and bovine aorta.This
ADP-~hydrolysing enzyme has also been found
and studied in blood-feeding arthropods sali-~
vary glands because of its inhibition of pla-
telet aggregation which is due to the apyrase
hydrolysis of ADP.

Activating and inhibitory proteins that modu
late ATPase and ADPase activities of apyrase
have been found in plant tissue. Although the
apyrase activating protein is not a pure frac
tion it is different from calmodulin.

Cross reaction immunity exits between plant
and animal apyrases.

FINANCED BY THE UNIVERSITY OF CHILE AND FONDE
CYT,

ESTRUCTURA, LOCALIZACION SUBCELULAR Y FUNCIONES BIOLOGI-
CAS DE LA ARGINASA. (Structure, subcellular localization
and biological functions of arginase).

Nelson Carvajal. Depto. Biologfa Molecular, Facultad de
Ciencias Elofﬁgicas y de Recursos Naturales, Universi -
dad de Concepcibn.

La arginasa es la enzima terminal del ciclo de la urea
aunque se la encuentra también en especies y tejidos no
urectélicos, en los que participaria en la sintesis de
prolina y el catabolismo de la arginina. Numerosos es-
tudios han intentado correlacionar las funciones biolégi
cas de la arginasa con alqunas propiedades particulares
de la enzima. Los resultados obtenidos indican que:

A) los monbmeros son activos y, en algunos tejidos se
asocian para generar especies moleculares con propieda-
des regulatorias; B) las arginasas de tejidos uteotéli-
cos y no ureotélicos se diferencian en algunas propieda
des cinéticas, y C) la funcién biolégica de la arginasa
estd determinada por su localizaci6n subcelular.

Una propiedad general de las arginasas es su total de-
pendencia de un metal activador (Mn2+), el que les con-
fiere una gran estabilidad térmica, demostrada por medi
ciones cinéticas, de dicrofsmo circular y emisién de
fluorescencia. En su ausencia,las arginasas oligoméri-
cas se disocian en subunidades inactivas que se desnatu
ran répidamente a temperaturas superiores a 37°C. Estas
son estabilizadas también por la uni6n de sustratos e
inhibidores competitivos, lo que sugiere que el metal no
es esencial para la unibn del sustrato y desempafia una
funcién especialmente catalftica. Mediante estudios de
proteccién a la inactivacién térmica y modificacitn qui
mica de las subunidades, se han determinado las constan
tes de disociaci6n para sustratos e inhibidores competl
tivos. Los valores obtenidos concuerdan con los deter-
minados cinéticamente.

Coordinador: J. Eyzaguirre

MARCAJE POR AFINIDAD DE METIONIL-tRNA SINTETASA DE E.
COLI. (Affinity labeling of E. Coli methionil tRNA Tin-

thetase. ) 2
Oscar Lebn  y Ladonne Schuiman®. 1DeBto. Biologfa Mole-
cular, Universidad de Concepcibn. DBC Albert Einstein

College of Medicine, Bronx, N. Y. 10461. U.S.A.

La interacci6n especifica del RNA de transferencia con
su respectiva aminoacil-tRNA sintetasa es un modelo a-
tractive para el estudio del reconocimiento RNA-protef-
na. Sin embargo, estos estudios se han visto dificulta-
dos ya que no ha sido posible obtener co-cristales ade-
cuados para el andlisis por difracci6n de rayos X.

Con el objeto de obtener informacién acerca de la orien
tacién de ambas macromoléculas en el complejo enzima- —
tRNA se desarrollaron nuevos métodos de entrecruzamien-
to utilizando derivados de tRNA portando grupos reacti-
vos dirigidos a Lisina en diferentes sitios de la molé-
cula. Asf, el reactivo bifuncional Ditiobis-(succinimi
dil})-propionato se unié al extremo 5'p, D-loop, antico-
don y extremo CCA. Estudios previos, utilizando este de
rivado, establecieron que cuatro lisinas (Lis 402, 439,
465 y 640) fueron modificadas. En este trabajo se pre -
senta la determinacifn de los sitios en el tRNA a los
cuales cada una de las lisinas estaba unida. Los resul-
tados indican que los peptidos conteniendo Lis 402, 439
estaban unidos al D-loop Lis 465 al anticodon y Lis 640
al extremo 5' del tRNA.

OTSP también se unié a la base rara X en tRN
reaccidn de entrecruzamiento es especifica y
peptido fue aislado y secuenciado (Lis 596).
Finalmente se disedd un nuevo reactivo bifuncional de
entrecruzamiento (Succinimidil-Bromoacetil-Aminobenzoa-
to). Este reacciona especificamente con s4U en tRNATmet
Estudios de marcaje por afinidad con el derivado obteni
do indican una reaccién especifica, estequiométrica y~
dos peptidos han sido aislados (Lis 402 y 439).

Los datos asi obtenidos junto con datos estructurales

de la enzima a 1.87%en progreso) serdn utilizados ef

la contrucci6n de un modelo del complejo tRNA-sintetasa.

A met_ La

un solo

USO DE METODOS DE PREDICCION DE ESTRUCTUKA SECUNDARIA

EN ESTUDIOS DE ESTRUCTURA Y FUNCION DE B~LACTAMASAS,
(Use of secondary structure prediction methods in the
study of the structure and function of B-lactamases) H.
Cid, M. Bunster, J, Martfnez, L. Barros, V. Vargas y 0.
Carrillo. Lab. de Biofisica Molecular, Depto. de Biolo-
gia Molecular, Fac. de Ciencias Bioldgicas y de Recursos
Naturales. Universidad de Concepcién.

Nuestro objetivo fue desarrollar una metodologia que per
mitiera obtener informacidn estructural preliminar, an z
tes o paralelamente con el proceso de cristalizacién de

una proteina, uno de los principales escollos para la de
terminacién de su estructura terciaria. -

Nuestra metodologia incluye predicci6n de estructura se
cundaria a partir de secuencia utilizando los métodos
de Chou y Fasman y de Cid y col. La prediccién asi ob-
tenida se transforma en un modelo a escala, utilizando
las dimensiones del enlace peptidico y de los elementos
de estructura secundaria. Las reglas de estabilizacifn
para las estructuras secundarias superiores, asi como
toda la informacidén quimica y bioquimica de que se dis-—
pone, son cuidadosamente consideradas en la construccin
del modelo.

Este método fue aplicado a 6 F—lactamasas clase Ayau
na P~lactamasa clase B. Todas las ?—lactamasas clase A
pueden ser descritas por un modelo comiin que consta de
2 dominios y muestran una alta conservacién de la estrw
tura secundaria. Este modelo permiti6 disenar diverscs
experimentos para comprobar su validez, que han sido
realizados en la B-lactamasa I de B. cereus. Test de
proteolisis quimica y bioquimica, estudios cinéticos, y
estudios de cambios conformacionales inducidos, son,
hasta el momento, consistentes con el modelo.

Proyecto 89/87 de FONDECYT y 20.31.12 DIC Universidad
de Concepcién.
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REGUL.ACION DE LA POLIMERIZACION DE TUBULINA POR METALES
DIVALENTES. (Regulation of tubulin polymerization by
divalent metals). Monasterio., 0, y fgoria, M, Departa-
mento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de
Chile.

La tubulina, un heterodimero compuesto por dos sub—
unidades de peso molecular 55.000, autoensambla en
presencia de magnesio formando microtdbulos. La estruc-
tura del polimero depende de la naturaleza del metal
divalente presente. Mn(Il) induce microtibulos simi-
lares a los formados con magnesio. Cinc y altas concen-
traciones de cobalto inducen estructuras laminares.
Calcio desensambla estos polimeros.

Hemos determinado por mediq de la funcién termodi-
ndmica de unién de Wyman que la elongacién del micro-
tibulo es acompaiada por la unién de un mol de magnesio
por mol de dimero de tubulina agregado, E1 ién terbio,
andlogo fluorescente de calcio y de magnesio, se une a
la tubulina produciendo polimeros lineales con ciertas
ramificaciones. La curva de unién del ién a la tubuli-
na se superpone con la curva de turbidez producida por
la polimerizacién de la tubulina. Una vez que el terbio
se une a la tubulina no es posible desplazarlo con
magnesio ¢ calcio. Esto supiere gque la regién de unién
del metal queda inaccesible en el polimero. Esta regién
se encontraria expuesta en el dimero de tubulina, pues
magnesio y calcio impiden la unién del i6én terbio. La
unién de magnesio y calcio al complejo tubulina-DAPI
(4',6-diamino~2-fenilindol) disminuye la fluorescencia
de la sonda. El apagamiento podria explicarse como una
competencia entre los metales y el DAPI por un sitio de
unidén con cargas negativas, pues la sonda se encuentra
cargada positivamente bajo las condiciones de ensayo.
Estos resultados sugieren que los sitios de unién para
los metales divalentes se encontrarian en la regién
carboxile terminal de la tubulina que posee una alta
densidad de cargas negativas.

Financiado por FONDECYT, DTI (U. de Chile) y OEA.
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SIMPOSIO AVANCES RECIENTES EN BIOMEDICINA EN
RELACION A DIAGNOSTICOS Y VACUNAS

PORINAS EN LA PATOGENICIDAD DE Salmonella typhi.(Porins
in the pathogenicity of S.typhi. Mora,G.C. y Calderén,
I.- Laboratorio de Microbiologia, FacuTtad de Ciencias
Bioldgicas, P. Universidad Cat6lica de Chile.

La tifoidea es una enfermedad febril aguda causada
por bacterias de Ta especie S.typhi, las cuales inician
el proceso infeccioso mediante 1a adherencia al epite-
lio intestinal y 1a colonizacién de éste. Ambas etapas
se establecen en el ambiente anaerdbico que caracteri-
zan al intestino, y es a esta condicién a la cual deben
adaptarse las bacterias para vivir y proliferar en é1.

En E.coli y S.typhimurium se han descubierto nume-
rosos genes regulados anaerdbicamente, muchos de los
cuales no han sido mapeados o caracterizados bioquimi-
camente.

Los componentes estructurales superficiales de las
bacterias son muy importantes en la adherencia a los
epitelios, sin embargo, no han sido considerados como
elementos cuya regulacién esté mediada por la disponi-
bilidad de oxigenc en el medio ambiente.

Las porinas, proteinas de la membrana externa de
enterobacterias, estdn expuestas al medio ambiente y la
expresién de ellas es regulada por estimulos ambienta-
les como 1a osmolaridad y la temperatura. Esto es una
ventaja evolutiva que permite a estos microorganismos
sobrevivir en distintos ambientes. Hemos determinado
in vitro, la influencia que un ambiente anaeréSbico tie-
ne en la expresién de las porinas de S.typhi. Asf,
imitando una condicién del intestino, nos aproximamos
al fenotipo que S.typhi poseerfa durante el inicio de
Ta infeccién. S.typhi en ambiente anaerdébico presenta
una represidn de Ta expresidn de OmpF; en las mismas
condiciones S.typhimurium reprime OmpC y OmpF y OmpA.

Financiado por Proyecto FONDECYT N° 0264/88.

Coordinador: A. Venegas

GENES ¥ PROTEINAS DE MEMBRANAR EXTERNA DE
ENTEROBACTERIAS Y SuU APLICACION EN
DIAGNOSTICO: EL GEN OMPC DE $. typhi. (Genes
and proteins of outermembrane from

enterobacteria and their use in diagnostic:

the ompC gene from S. typhi). Veneqas, A.,

Zararg I.= GOmez! I.: Castillo, -y ira,
- chnez e n a e 1Cr o ID.QQ i
Genetica Molecular, Facultad de Ciencias

Y
Piolégicas, Universidad Catédlica de Chile,
Casilla 114-D, Santiago.

La relacién directa de las bacterias con
su entorno esta mediada fisicamente a través
de la membrana externa. En la respuesta
inmune frente a infecciones bacterianas
algunos de estos componentes funcionan como
antigenos. Entre éstos, las porinas, que son
proteinas capaces de formar poros_ para el
paso de solutos pequeRos, han resultado muy
atractivas. Estudios previos han permitido
establecer que pacientes con fiebre §1foxdea
presentan un alto tituleo de anticuerpos
antiparinas. Se propone desarrollar nuevos
métodos de diagnédstico de tifoidea en base a
aglutinacion de latex con porinas
inmovilizadas o mediante hibridacion
molecular de segmentos de genes especificos.

Para este objeto se ha aislado y
caracterizado el gen de la porina OmpC de S.
typhi y se ha producido esta proteina en E.
coli, 1o que permite manejar y disponer de
material suficiente sin riesgos de infeccidn.
El gen ha sido secuenciado y mostr6 un 74% de
homologia con £. coli. Tres regiones de éste
no tienen equivalente en E. coli y,_ Jjunto a

otros segmentos de DNA tipicos de §. typhi,
estan siendo evaluados como sondas
especificas en ensayos de "dot blot”.

Estudios preliminares para el uso de

porina recombinante adsorbida en latex para
deteccion de anticuerpos antiporina son muy
alentadores. L
Estas avances recientes permitiran
optimizar los métodos actuales y su principio
podra ser aplicado para diagnédstico de otras
infecciones bacterianas.
Financiadp por FONDECYT 2026/87 y DIUC B81/86.
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USD DE SONDAS MOLBCULARES EN LA DETECCION ESPECIFICA DE
AGENTES PATOGENICOS (Use of probes in the deteccion of
pathogenic agents). Arturo Yudelevich. Unidad de
Microbiologia y Genética Molecular, Facultad de
Ciencias Biologicas, Universidad Catolica de Chile,
Casilla 114-D Santiago.

En el desarrollc de sondas moleculares para la
deteccién especifica de sgentes patdgenos se  han
desarrcllado varios enfoques. Se ha recurriqo al
clonamiento de genes de virulencia presentes en el
agente patégenc que se quiere identificar. Otros
metodos se han basadc en el uso de secuencias
especificas de una especie determinada asunque no esten
relacionadas con genes de virulencia. Es asi como se
han desarrollado sondas consistentes en secuencias de
genea de RNA ribosomal de alta varisbilidad, o en
secuencias provenientes de plasmidos cripticos.
Estamos desarrollando una metédica para aislar,
secuencias dnicas presentes en el agente patogénico.
Esta consiste en hibridar DNA de la especie en estudio
con un gran exceso de una mezcla de DNAs de otras
especies relacionadas y no relacionadas y luego
rescatar de la mezcla de reaccién solo secuencias
hibridadas consigo mismas. Esto se logra un sistema
de hibridacién competitiva acelerada por fenol, seguida
de clonamiento preferencial de moleculas hibridadas
consigo mismas. Inicialmente hemos empleando este
sistema para detectar secuencias unicas de Shigella y
Salmonella. Otro aspecto de gran importancia en el
desarrollo de una sonda es el método de deteccién del
hibridoc formado. Actualmente los sistemas basados en
marcacién radisctiva siguen siendo los de mayor
sensibilidad; otros metodos, como el de la biotina
son sun menos sensibles. Sin embargo, se estan
desarrollando algunos sistemas de amplificacién, que
acoplados a métodos de deteccién no radiactivos
prometen al menos igualar la sensibilidad de los
métodos radiactivos. Financiado por proyecto FONDECYT
0388/88

DESARROLLO DE VACUNAS VIRALES. (Development of viral
vaccines). Eugenio_Spencer. Unidad de Virologia.
INTA. Universidad de Chile.

Las vacunas han sido el fac:or de mayor importan-
cia en el control y en algunos casos de la erradica-
cién de enfermedades virales. La obtencidén de una
vacuna se basa en la utilizacidn e dos procedimientos:
el uso de cepas virales atenw-das y la inactivacién
de vinus por métodos quimicos o fisicos. Sin embargo,
la obtencién de vacunas por estos métodos para algunos
virus no gesulta eficiente ya sea por la inestabilidad
de las ‘mutaciones que producen la atenuacién o porque
la respuesta inmune que desarrollan no es capaz
de neutralizar el virus infectante. Mediante la
identifioacibn de los antigenos de neutralizacibn
y el donocimiento de las secuencias de los genes
virales se han podido desarrollar nuevas estrategias.
Estos cbnsideran principalmente la expresién de
los antfigenos de neutralizacién en diversos tipos
de vectores tanto procariotes como eucariotes o
virales. El1 wuso de virus vacuna como vector ha demos-
trado ser una buena aproximacién a este respecto.
El virus posee zonas del DNA que pueden ser reemplazado
por el gen de un antfgeno de neutralizaciém cuando
esta insercién estd bajo el control del promotor
temprano de virus se produce expresidén eficiente
del polipéptido y genera una muy btuena respuesta
inmune en el huésped. Sin embargo, estas vacunas
de subunidades virales no han sido eficaces en casos
en que el antigeno de neutralizacién es variable
o que esté compuesto por mAs de un polipéptido.
En otros casos existen problemas adicionales como
en HIV I debido a que en este caso no solo hay tras-
misién de la enfermedad por el virus sino que también
por medio de células infectadas.

La preparacién de vacunas por lo tanto parece
ser un problema individual en el cual resulta diffcil
encontrar un método general.

DETECCION Y CUANTIFICACION DE VIRUS Y ANTICUER-
POS EN INDIVIDUOS INFECTADOS CON VIRUS DE LA
INMUNODEFICIENCIA HUMANA. Espejo, Romilio.
Centro de Estudios Cientificos de Santiago y
Unidad de Virologia, Fac. Medicina, U. de Chile

La deteccidén y cuantificacién de los virus
y de sus anticuerpos en los individuos infecta-
dos con los virus causantes de SIDA requiere
de una alta sensibilidad y especificidad ya
que su resultado es crucial para el paciente.
La tecnologia moderna ha permitido el desarro-
llo de técnicas que permiten una sensibilidad
nunca antes lograda pero todavia la especifici-
dad no alcanza 100%. En base a la experiencia
en la implementacidn de algunas de estas téc-
nicas en nuestro laboratorio se discutira la
sensibilidad y especificidad de distintos en-
sayos que incluyen aislamiento de los virus,
ensayo de transcriptasa reversa, diversos
ELISAS, inmunoblots (western blots), radioinmu-
noprecipitacién (RIPA)}, hibridacién e hibrida-
cién con amplificacién. La alta sensibilidad
lograda con algunas de estas pruebas requiere
un analisis sobre el significado de un resul-
tado positivo. Otra variable que se discuti-
rd consiste en la especificidad de estas téc-
nicas con respecto al tipo en cuestion(VIH-1
o VIH-2) y a la variacién intratipos observada
en los virus de la inmunodeficiencia humana.
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SIMPOSIO ASPECTOS MOLECULARES DE LA BIOLOGIA
DELT. CRUZI

LA CISTEIN PROTEINASA (TRYPANOPAINA) DE TRYPANOSOMA
CRUZI. (The cysteine proteinase (Trypanopain) from
Trypanosoms cruzi). Cazzulo, |]. Instituto de Investigaciones
Bioquimicas Fundacion Campomar. Antonio Machado 151, 1405
Buenos Aires, Argentina.

Los epimastigotes de 7" cruzi contienen diversas actividades
proteoliticas ; experimentos de electroforesis en geles de poliacril-
amids conteniendo fibrindgeno o hemoglobina, sugieren que la ac-
tividad cuaatitativamente mas importante es una cistein proteinasa,
que hemos purificado hasta homogeneidad proteica. La enzima es
una glicoproteina monomérica, de peso molecular aproximado a 60
kDa, capaz de hidrolizar caseina (pH S5 a 7.5),hemoglobina y seroal-
bomina (pH 3 a 4). La enzima es fuertemente inhibida por leu-
peptina, quimostatina y antipaina (156025, 0.75 y 1 pM. respecti-
vamente); organomercuriales; tosil lisil clorometilcetona (TLCK) y
tosil fenilalanil clorometilcetona (TPCK). No es inhibida por fenil
metil sulfonil fluoruro (PMSF), pepstatina ni o-fenantrolina, y es
activada por EDTA y beta mercaptoetanol. Experimentos de extrac-
ci6n de células enteras con digitonina, latencia en fracciones sub-
cetulares y centrifugacitn en gra dientes isopicnicos de sacarosa
indican que la proteinasa se comporta como la alfa-manosidasa, lo
que sugiere que se encuentra en los ‘'lisosomas. La secuencia de 32
aminodcidos del extremo N-terminaly de 14 aminodcidos de un
péptido triptico, presenta una identidad del 65 % con las papainay
{a catepsina L de higado de pollo. Estos datos indican que la enzima
es una cistein proteinasa perteneciente a la superfamilia de la pa-
paina, para la cual se propone el nombre de Trypanopaina.

CONSIDERACIONES INMUNOLOGICAS MOLECULARES EN EL DIAG~
NOSTICO Y RESISTENCIA GENETICA A LA ENFERMEDAD DE
CHAGAS. (Immunological and molecular considerations
in the diagnosis and genetic resistance to Chagas
disease). A. Ferreira (1), R. Ramos, (2), M.,A. Juri
(1), A. Ramos (1), G. Hoecker (1) y S. Lavandero®
(2). (1)Depto. Biol. Cel. y Genética, Fac. Med. U.
de Chile, y (2) Depto. Bioquimica y Biol. Molec. Fac.
Ciencias Quimicas y FarmaceGticas, U. de Chile.

Cepas de ratones infectadas con T. cruzi difieren
en la resistencia a Chagas. Por ej. ratones A.CA mue-
ren 15 dias después de recibir 104 tripomastigotes
de la cepa Tulahuén. Su par congénico A.SW sobrevive.
Por lo tanto, el complejo principal de histocompati-~
bilidad participa en esta resistencia, presumiblemen-
te a traves de genesIr. Recientemente hemos {dentifica-
do un polipeptido de 45 Kd (T.c. 45) presente en epi
y tripomastigotes, reconocido por la cepa A.SW. Ex-
tractos parasitarios fueron analizados por inmuno-
Western blotting, desarrollado con sueros de ratones
inmunizados resistentes y sensibles, seguido por 1gG
de cabra, marcada con 1251. anti IgG de ratén. T.c.
45 por ser inmunogenéticamente definida, merita el
estudio de su valor inmunogénico protector y/o de
diagnéstico. Paralelamente hemos estandarizado una
fage solida no convencional de alta superficie (silica
octadecil) para ensayos inmunoradiométricgs que, con-
tingente a la produccién de anticuerpos monoclonales
contra T.c. 45, permitirfa pesquizar su presencia
o de peptidos relacionados en especimenes como suero
y orina.

* S.L. es becado por la Fundaci6n Andes.

Financiado por Proyectos: FONDECYT 0463-1987 y 0191-
1988.
y UNDP/World Bank/WHO/TDR. 820599

Coordinador: A. Morello

ANTICUERPOS NO LITICOS Y RESISTENCIA A LA INFECCION
AGUDA CON T. CRUZI LIGADA A H-2. (Non-lytic antibo-
dies in H-2-controlled resistance to Trypanosoma
cruzi). M.,A. Juri, A. Ramos, A. Ferreira y G. Hoecker.
Depto. Biol. Celular y Genética, Fac. Medicina,
Universidad de Chile.

La resistencia (R) al Trypanosoma cruzi en el
ratdén es un carédcter poligénico con un gen dominan-
te de efecto mayor ligado a H-2 y varios genes meno-
res complementarios que pueden conferir R al cruzar
cepas susceptibles (S), vgr A.CA x Bl10.Br. Los
ratones de cepas R, B10 y A.SW, sobreviven 60 o
més dfas inoculados con 10 4 tripomastigotes sangui-
neos; los ratones S, B10.Br y A.CA, mueren entre
15-30 dias con esta dosis. La parasitemia en todas
las cepas presenta un peak al dia 8 post-inoculacién
(p.i.) que en los animales R disminuye paulatinamen-
te. En los ratones S aparecen peaks menores hasta
la muerte. En especial, la cepa A.CA (8) presenta
un segundo y continuo aumento de la paragitemia.

La produccién de IgM e IgG anti T. cruzi hasta
el dia 12 p.i. no es significativamente diferente
entre las cepas R y S. En los animales R hay un
aumento constante de las IgG hasta 100 dias p.i.
correlacionada positivamente con 1la protecciédn
a la muerte aguda, confirmada por experimentos de
neutralizacién de los parédsitos con suero inmune
de 35 dias p.i. o su fraccién IgG. El efecto pro-
tectivo no depende de lisis mediada por la wia cl4-
sica del complemento.

Financiado por UNDP/Bank/WHO/TDR ID 820599, FONDECYT
0463 y DTI B.2688-8714.

ASPECTDS MOLECULARES DE LA PROLIFERACION &N Trypanoso-
ma cruzi. (Malecular aspects of cell proliferation in
Trypanosoma_cruzi). Toro, G.C.; Morales, M.6.; Rojas,
M.V. y Galanti, N. Departamento de Biologia Celular y
Genética, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

J. cruzi es un protozoo hemoflagelado, agente
causal de la enfermedad de Chagas, endémica en Chile.
Presenta endomitosis, sin condensacitn de la cromati-
na en cCromosomas. En este pardsito se estudié la
composicién de histonas (organizacién vy funcion de
cromatina), la presencia de proteinas cromosomales de
alta moavilidad electroforética, HMG (regulacion de
transcripcidn) y la metilacién del DNA (regulacio6n de
la expresidn génica).

Las histonas y las proteinas cromosomales HMG se
extrajeron en medio acida y se analizaron por electro-
foresis en geles de poliacrilamida. La metilacién del
DNA se analizé por hidrélisis y cromatografia de las
bases. Paralelamente, se estudié el efectp de 5-azaci-
tidina (agente hipometilante) sobre la proliferacién y
diferenciacién celular en el parasito.

Se encontré & histonas, al menos una de las
cuales presenta caracteristicas de Hi. €l patron
electroforético de estas proteinas basicas es diferen—
te al de eucariontes superiores y al de otros géneros
de la familia Tripanosomatidae. Por otra parte, 3
proteinas cromosomales presentan caracteristicas de
HMG. La composicién cualitativa de estas proteinas
varia en diferentes fases de proliferaciéon del
parasito. Fipalmente, el DNA de T. cruzi esta
metilado en citosina y, aparentemente, esta modifica-
cién del material hereditario participa en la regula-
cién de la proliferacidn del parasito en cultivo.
(Financiado por WHO/PNUD/WB; O.E.A.; FONDECYT, S54-CHL
TWAS y D.7.1., U. de Chile).
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ASPECTOS BIOENERGETICOS DEL TRYPANOSOMA CRUZ! (Bioenergg
tics of Trypanosoma cruzi), Aldunate, J., Letelier, M.E,

Coloma, L.(*}, Visquez, X., Monteverde, P."y Morello, A.

Departamento de Bioquimica,Facultad de MEaicina,Univergl

dad de Chile, (*) Departamento de Biologfa, Universidad
Metropolitana de Ciencias de la Educacién.

En general, los procesos de obtencién de energfa en los
pardsitos presentan caracterfsticas diferentes respecto
a los mamfferos. El Trypanosoma cruzi realiza una 'fer-
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EL GLUTATI{ON COMO MECANISMO DE DEFENSA EN TRYPANOSOMA
CRUZ1. Repetto, Y., Moncada, C., Letelier, M.E., Kiwi,

1., Lipchenca, 1. y Morello, A. Departamento de Bioqufl-
mica, Facultad de Medicina y Departamento de Qufmica Far
macolégica y Toxicolégica, Facultad de Ciencias Qufmicas
y Farmacéuticas, Universidad de Chile.

El glutation (GSH) representa para el Trxganosoma cruzi
un mecanismo de defensa importante en relacién a los ra
dicales libres y a metabolitos reducidos del oxfgeno co
mo 027, H202, OH* que se generan en el metabolismo y por

mentaci6én aerSbica de la glucosa'', ya que el azidcar es
metabolizado a la misma velocidad tanto en aerobiosis co
mo en anaerobiosis, produciendo en ambas condiciones CO{
y &cidos orgénicos. En ta glicSlisis, no existen enzimas
regulatorias, lo cual en parte se explica al encontrarse
la mayorfa de ltas enzimas glicollticas compartamentaliza
das en un organelo subcelular, el glicosoma. -
En nuestro laboratorio, nos hemos dedicado a estudiar la
respiracién mitocondrial en los T.cruzi intactas. Asf he
mos podido establecer que las formas epimastigotas y las
formas tripomastigotas del parasito, consumen oxfgeno in
dependientemente de que existan o no precursores glicolT
ticos. La respiracién del T.cruzi es insensible a la ro-
tenona, que es un inhibidor del sitio | de acoplamiento
energético en los mamiferos. En cambio, el consumo de
oxfgeno de los par&sitos si es inhibido por Antimicina A.
Los compuestos antioxidantes BHA (2(3)-ter-butil-p-hidro
xianisol) y BHT (3,5-diter-butil-p-hidroxitolueno) pre-_
sentan efecto tripanosomicida cuya base bioquimica es
una inhibicién de la respiracién celular del T. cruzi,

a lo cual se asocia a un cambio del estado de 6xido-re-
duccién de los piridin nucleStidos y de los citocromos
mitocondriales. Estos efectos sobre el T.cruzi s6lo lo
presentan aquellos compuestos que est&n estructuralmente
relacionados con BHA y BHT.

compuestos exégenos. El pardsito es deficiente en las en
zimas involucradas en la eliminacién de estos compuestos,
Las drogas de uso actual Nifurtimox (Nx) y Benznidazol
(Bz) acttan sobre el I,cruzi via radicales libres y/o ge
nerando productos de reduccién parcial del 0p. EV T.cru-
zi tiene un contenido de GSH que fluctda entre 0.5- 1mM,
Al administrar a ratas infectadas con T.brucei un inhibi
dor especffico de la biosintesis de GSH L~butionina sul<
foximina (BS) se produce a las pocas horas una disminu-
ci6n de los niveles de GSH del pardsito en un 50% y un
bloqueo temporal de la parasitemia. Hemos estudiado el
contenido de GSH en diversas cepas del J.cruzi y también
la actividad de algunas enzimas relacionadas con su meta
bolismo. Se observé en la cepa LQ un contenido de GSH ma
yor que la cepa T. en un 60%. A su vez la actividad yglu
tamiltransferdsica es 3.2 veces mayor en [a cepa T. en
relaci6n a la LQ. Se estudié el efecto de Nx y Bz sobre
el crecimiento de los pardsitos en cultivo, GSe observé
que la cepa LQ es mé&s resistente a estas drogas gue Ja
cepa T. Al adicionar a los cultivos Bs y después las dro
gas antichagésicas se produjo una potenciacién en la iﬂf
hibicién del crecimiento. Estos experimentos demuestran
que la concentracién de GSH es un factor importantfsimo
en la resistencia del T.cruzi a estas drogas. Las dife-~
rencias descritas en la resistencia de diversas cepas
del parédsito podria explicarse en base a sus diferentes
contenido de glutati6n.

UNDP /WB/WHO/TDR, OEA, FONDECYT-Chile, DIB B-1854.
UNDP/WB/WHO/TDR, OEA, FONDECYT Chile, DIB. B-1354,
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PROTEINAS TRANSDUCTORAS GUE MEDIAN LA RESPUESTA
RUIMIOTACTICA EN Leptospirillum ferrooxidans.
(Transducing proteins mediating the chemotactic
response in L. ferrocoxidans). Acufia, J., Aquiilén,
J.C., Peirano, 1. v Jerez, C.A. Departamentc de
Bioquimica, Facultad de Medicina, Universtdad de
Chile.

REGULACION DE LA EXPRESION GENICA DE LAS
ISOENZIMAS DE o-AMILASA DE SEMILLAS DE Arauca-
ria araucana (Mol.)Koch, MEDIADA POR ACIDO GIBE-
RELICO. (Regulation of the genetic expression of
the a-amylase isoenzymes of Araucaria araucana
{Mol. )Koch,seeds by gibberelllc acid) Acevedo,E
y Cardemil,L. Dep.de Biologla, Fac.de Ciencias,
U. de Chile.

Hemos descrito en L. ferrcoxidans la presentia de

proteinas similares a las MCPs de E. coli, las que
La enzima o-amilasa obtenida de semillas de se metilan en presencia de Ni*2 y Fe'Z (atraventes)

Araucaria araucana presenta 6 isoformas. Las y se desmetilan en presencia de aspartato

isoenzimas‘hav sido purificadas. Log pasos de (repelente), de acuerdo con el comportamiento
purificacidn incluye tratamiento a 70°C, precipi- quimiotdctico de las bacterias frente a estos
tacidn con glicbdgeno y cromagografia de afinidad efectores.

Sefarosa-CHA. Los pesos moleculares de las 6 1so- En la presente comunicacién estudiamos la posible
enzimas fueron determinados por electroforesis de homologfa estructural entre 1los receptores de L.
poliacrilamida en SDS. Fraccionamiento a través ferrooxidans v los de E. coli. Para ello empleamos
de una columna DEAE-celulosa usando un gradiente sistemas in vitro de metilacién de membranas y la
de 0-0.6 M de NaCl ha permitido separar las dos técnica de dot v Southern blot. Como sonda se
isoformas mayores del resto de las isocenzimas.

utilizé el plasmidio pAK 104 que contiene e! gen tar
Inhibidores de la sintesis de gibepelinas (receptor de aspartato y Ni) de E, coli Determinamos
AMO 1618 y CCC en concentraciones de 10

M para que las protefnas tipo MCPs de L. ferrogxidans se
AMO 1618 y 20 mM para CCC, afecta la expresidn de modificaron post-traduccionalmente en presencia de
tres de las 4 isoenzimas presentes en el embridn las enzimas metiltransferasas de E. coli. Mediante
a las 90 hrs. de imbibicidn. Estas 3 isoenzimas dot blot encontramos que el DNA cromosomal de L.
estan disminuidas cuando el inhibidor es AMO 1618 ferrooxidans vy T. ferrooxidans (fragmentos Eco KI
y desaparecen completamente cuando el inhibidor de 6,0 Kb) hibridan con la sonda utilizada.

es CCC. La actividad total de g-amilasa se redu- Nuestros resultados indicanla presencia de alguna
ce a 37% del control en presencia dc CCC.  Acido secuencia complementaria conservada entre el gen tar
giberélico agregado al medio de incubacidn en se- y el gen que codifica a los receptores tipo MCPs
millas tratadas con CCC, permite la recuperacidn tanto en L. ferrcoxidans comc en I, ferrooxidans ¥
de la actividad amildsica y la expresidn de todas sugieren ademds la existencia de un dominio comdn
las formas de la enzima presente a esa edad de la entre los receptores de ambos tipos de
plantula. microorganismos.

Financiado por PNUD/UNESCO (CHI 85/002)>, FONDECYT
(723/87 y 88-0074) y Universidad de Chile (B.1972-87
y B2889-8814).

(Proyecto DIB B 1580-8755, U. de Chile)
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CARACTERIZACION CINETICA DE LA B-GALACTOSIDASA DE ASPER
GILLUS ORYZAE INMOVILIZADA EN QUITINA. (Chitin-Inmovi=
lized B-galactosidase from As) illus oryzae Kinetic
characterization). Aguirre C., Curotto E., O'Reilly S.,
Illanes A., Ruiz A., gEﬁiga M.E.” Instituto de Quimica
¥ Escuela de Ingenieria Bioquimica. Universidad Caté-
lica de Valparaiso.

Sueros y permeados, subproductos de la elaboracién de
quesos son eliminados frecuentemente a pesar de su valor
nutritivo y de su alta carga contaminante. Estos a tra—
vés de un proceso de hidrdlisis pueden ser utilizados en
la formulacidén de alimentos, de dietéticos lacteos y co-
mo medio de fermentacidén en la produccidn de alcohol.

El cbjetivo de este trabajo es la caracterizacion ci-
nética de la B—galactosidasa (E.C.3.2.1.23) inmovilizada
en quitina-glutaraldehido (EIQ) para obtener posterior—
mente un disefio tedrico de un reactor enzimatico, que
pueda ser utilizado en un proceso de hidrdlisis continua
de sueros lacteos. Se realiza ademis un estudio con la
enzima soluble (E-sol) con fines comparativos.

La actividad enzimitica se determina usando lactosa y
ONPG como sustratos. La enzima inmovilizada se trabaja
en un sistema batch.

Las mejores condéclones de trabajo encontradas para
EIQ son pH 4.0 y 55°C; para E-sol, pH 4,5 vy 50°c.

De acuerdo a los resultados la inmovilizacidn de esta
enzima en quitina-glutaraldehido no afecta mayormente la
Km (lactosa).
hibe la reaccidén en forma competitiva en ambos sistemas,
sin embargo el efecto es menor para la enzima inmovili-
zada, lo que constituye una ventaja frente a la enzima
soluble. La glucosa presenta un efecto activador en la
enzima soluble.

Fondecyt 390/87

MARCACION QUIMICA DE LA CARBOXIQUINASA FOSFOENOLPIRUVI-
CA DE LEVADURAS CON [8-14C]oATP Y AISLACION DE PEPTIDOS
RADTACTIVOS. (Chemical modification of yeast phospho -

enolpyruvate carboxykinase with [8—14C]0ATP and isola-

tion of radiactive peptides). Araneda, S., Saavedra,C.,

Jabalquinto, A.M., y Cardemil, E. Departamento de Qu1m1
ca, Universidad de Santiago de Thile.

La carboxiquinasa fosfoenolpirfivica (PEPCK) de leva-
duras cataliza la reaccifn de descarboxilacifn de oxalo-
acetato en presencia de ATP y Mn2+ para generar PEP,ADP
y CO2. Esta es una importante reaccién de la gluconeog@
nesis y la enzima ha sido descrita en diversas especies
La enzima de S. cerevisiae es un tetrdmero, en tanto
que la de mamiferos y aves eseun mondmero, la de plan-
tas un hexdmero y la de T. cruzi un dimero. En este es-
tudio se quiere obtener péptidos del sitio activo de la
enzima de levaduras, para efectuar comparaciones estruc
turales entre ellas.

La PEPCK se marcd con el reactivo de afinidad
[8-14C ] ATP (Arch. Biol. Med. Exp. (1987) 20 (2) R-245).
Se encontrd una estequiometria de marcacifn n de ! mol
[ 8-14C]oATP/mol subunidad, con proteccidn casi total de
la marcacidn por ADP + PEP. La enzima marcada y carboxi
metilada fue digerida con tripsina y los péptidos se re
solvieron por HPLC con columna RPC-18 en gradiente de
acetonitrilo, determinindose su radiactividad. La radi-
actividad se encontrd asociada principalmente a un pép-
tido corto que eluye al comienzo del gradiente. Este
péptido no se encontrd radiactivo en la enzima marcada
en presencia de los sustratos.

Ha sido posible marcar por afinidad la PEPCK de S.
cerevisiae con [ 8-14C],ATP, y se ha encontrado que la
marca estd asociada casi exclusivamente a un s8lo pépti
do triptico corto, lo que podrfia dificultar su secuen-
ciacidn. Se trabaja en la obtencién de péptidos obteni-
dos por digestidn con otras proteasas.

Financiado por DICYT-USACH y FONDECYT.
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LOCALIZACION Y PROPIEDADES DE UNA ACTIVIDAD PROTEQOLITI-
CA NEUTRA EN HIGADO DE GENYPTERUS MACULATUS "CONGRIO NE
GRO". (Localization and properties of a neutral proteo
lytic activity from Genypterus maculatus). Ainol L., y
Sdnchez L. Depto. Biologia Molecular. Fac. Cs. Biol6gi
Cas y Recursos Naturales. Universidad de Concepcién.

Se ha descrito en células de mamiferos que la pro
teolisis intracelular ocurre a través de vias lisosomaTl
y no lisosomales. La primera se ha considerado que par-
ticipa en la degradacién de proteinas de vida media lar-
ga, en cambio, la no lisosomal en la degradacifn de pro-
teinas de vida media corta, entre ellas enzimas regulato
rias. En el presente trabajo se informa de la localiza-
cién intracelular y caracterizacién parcial de una acti-
vidad proteolitica no lisosomal en peces a fin de inves-
tigar su participacién en la degradacién especifica de
enzimas.

Su localizaci6n se investigé por centrifugacibn
diferencial de un homogeneizado, siguiendo la met6dica
de Casey y Anderson modificada. La actividad fue medida
mediante la hidr6lisis de caseina en presencia de Ditio-
treitol 4.8 mM.  En la fraccién microsomal se encontré
una actividad con un pH 6ptimo de 7.2 y con una purifica
cién de 12 veces con respecto al homogeneizado. Es solu
bilizada por desoxicolato al 0.5%, no es afectada por
Ca+2(0-2 mM) ni por Zn+2 (1mM), es inhibida parcialmente
por EDTA (2 mM) g (0.2 mM} y totalmente por urea 34.
Mn+2 (0.5 mM) y Co+ (1.6 mM) la activan siendo el Glti~
mo el mejor activador (3 veces) y revierte la accién inhi
bitoria parcial del EDTA.

Estos resultados permiten concluir que la frac-
cién microsomal de higado de congrio contiene sistemas
proteoliticos que podrian estar participando en procesa-
méento de protefnas o en regulacién de actividades enzi-
maticas.

Financiado por Proyecto DIC 20.31.20 y FONDECYT.

ENZIMAS DE HONGOS QUE HIDROLIZAN LA PARED CELU
LAR VEGETAL: EXCRECION Y PROPIEDADES. (Enzyme;
from fungi that hydrolyze plant cell wall: Ex-
cretion and properties). _Aub&, M,; Mettifogo,

S.; Pérez, L.M. Depto. de Bioquimica y Biolo-
Gla Molecular. Fac. Cs. Qcas. y Farmacéuticas,
Universidad de Chile.

Pectinasas y celulasas participan en la de-
gradacién de los componentes de la pared celu-
lar vegetal. Las pectinasas son enzimas indis
pensables para que hongos pat8genos produzcan
la infeccién de plantas superiores. Se estudid
la cinética de excrecibn .de pectinasa y celula
sa porMMﬂg{wy Irichodermy

, aisladas de citricos. Ambas espe-
cies de hongos secretaron pectinasa a tiempos
menores en relacibén a la excrecibn de celulasa
y las enzimas mencionadas se indujeron s6lo en
Presencia del sustrato correspondiente. La ci
nética de excrecibn coincide con la hidr81isis
secuencial de los componentes de la pared celu
lar.

Tanto pectinasa como celulasas presentaron
un pH 6ptimo en el rango Scido, cercano al pH
superficial del tejido vegetal. Sus activida-
des no se modificaron frente a cambios bruscos
de temperatura, presencia de tioles, etc.

Los resultados indican que pectinasa y celu
lasas son enzimas de baja masa molecular, coflt
una gran estabilidad frente a diferentes facto
res ambientales, lo que explica la dificultad™
para controlar el efecto de fitopatSgenos que
las excretan, a nivel de campo.

FINANCIADO POR PROYECTO FONDECYT 9/87 Y
C 1139-1 INTERNATIONAL FOUNDATION FOR
SCIENCE,
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INMUNOGLOBULINA G FOSFORILADA Y ACTIVIDAD SERICA DE
PROTEIN TIROSIN QUINASA EN ENFERMOS CON NEOPLASIA EN
TRATAMIENTO (Phosphoritated 196 and serum protein
tyrosine Kinase activity in patients with neoplasia
under treatment). Campos, €., Gonzalez, V., Neno, H.,
Smith, C. T,, Bustamante, M., Yilta, A., Klempau, A. E.
Departamentos de Biologia Molecular ¥y de Microbio-
logfa, Facuttad de Ciencias Biolégicas y de Recursos
Naturales, Universidad de Concepcién.

La enzima protein tirosin quinasa (TPK) ha sido aso-
ciada con la proliferacién celular. Oncogenes que
codifican esta enzima elevan su actividad durante el
proceso neopldsico. Algunos receptores para factores
de crecimiento y hormonas fosforilan tirosina. En
conejos portadores de neoplasia se ha detectado inmu—
noglobulina G fosforilada (Ig6-P) en tirosina, demos-
trandose actividad de TPK circulante. Esto podrfa
también ocurrir en humanos. Con el objeto de profun-
dizar el conocimiento de la actividad de TPK y esta-
blecer un posible método de diagnéstico de neoplasias
basado en la deteccidn de 1g6-P y de la actividad
sérica de TPK, realizamos un muestreo en el Servicio
de Oncologfa del Hospital Guillermo Grant de Con-
cepcién. Observamos que individuos normales no pre-
sentaban 1g6-P ni actividad sérica de TPK. De los
individuos con CA mamario en tratamiento, el 85/ pre-
sentaba actividad de TPK. De estos pacientes, los
tratados con radioterapia (724) presentaban ademis
I1g6-P en wun 30.8% de los casos. Los tratados con
quimioterapia o cirugfa (284) no presentaban I1gG-P. De
tos pacientes con CA uterino en tratamiento, el 87.5/
presentaba actividad de TPK. De los pacientes tratados
con radioterapia (88%), un 12.5/ presentaba ademis
1g6-P. El 12 restante, tratado con quimioterapia, ro
presentaba Ig6-P. Por 1o tanto, al menos el B85/ de los
pacientes con estas 2 neoplasias presentaban actividad
de TPK sérica, ausente en los controles.

Financiado por Proyecto FONDECYT 86/87, Deptos. de
Biologia Molecular y Microbiclogfa, U. de Concepcién

STATUS OXIDATIVO EN LA REPERFUSION DE UN TEJIDO DESPUES
DE UNA ISQUEMIA TEMPORAL. {Oxidative status of a
reperfused tissue after a temporal ischemia). Campos,R.
Garrido,A., Guerra,R., Valenzuela,A. Unidad de Bioqui-
mica Farmacolfgica, INTA. U. de Chile. Casilla 15138,
Santiago 11, CHILE.

El dafio producido por la reperfusién de un 6rgano
sometido a una isquemia temporal, ha sido asociado
con la iniciacién de estres oxidativo. Enzimas como
la xantina deshidrogenasa, al ser transformada en
una oxidasa, formarfa radicales 1libres del oxigeno
que serian causantes de esate estres oxidativo. Si
bien las evidencias morfolégicas del daflo que se
produce en un tejido isquémico reperfundido son
abundantes, la evaluacién de parémetros bioqufmicos
es escasa y contradictoria. No existen evidencias
directas de lipoperoxidacién celular como consecuencia
del daflo oxidativo, por lo cual nos propusimos montar
un modelo de isquemia renal en ratas mediante la
oclusién  durante 60 minutos de la arteria renal
izquierda y nefrectomizando el rifién derecho al
momento de reperfundir por 1 6 2 horas. Se evaluaron
niveles de glutatién de los homogenizados, lipoperoxi-
dacién, generacién de radicales libres y consumo de oxi
geno del homogenizado y microsomas. Los resultados
obtenidos son paraddjicos y contrarios a lo planteado
en la literatura. Los niveles de lipoperoxidacién, ge-
neracién de radicales libres y consumo de oxigeno,
tanto esponténeo como inducidos por prooxidantes como
Fe-Ascdérbico o NADPH, son mas bajos en los rifiones
sometidos a isquemia a pesar de la deplesidn del
glutatién que se produce en estos. Esta observacién
se contrapone a las hipétesis planteadas para explicar
el dafio isquémico. Si bien falta por investigar,
nuestros resultados podrian cambiar el concepto
actual sobre el uso de drogas antioxidantes en el
tratamiento de 1los accidentes isquémicos.

Financiado por FONDECYT proyecto 174/87.

PURIFICACION DE LA B-LACTAMASA DE Shigeffa §Lex
nerd UCSF-129 POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD, E-
FECTO DE'INDUCTORES Y CATIONES DIVALENTES EN SU
ACTIVIDAD (Purification of B-lactamase from
Shigella §Lexnerdi UCSF-129 by affinity chromato
graphy, induction an divalent cations (II) -
effect on enzymic activity). Campos, M., Gonz§
lez,*H., Alarcdn, M. y Gonzdlez 1. Departamen-
to de Quimica, Facultad de Ciencias, Universi--
dad de Concepcién, Casilla 3-C. Concepcidn.

Las B-lactamasas constituyen el mecanismo de
resistencia mids relevante para los antibidticos
B-lactamicos (penicilinas y cefalosporinas). Es
vital el estudio de su centro activo que permi-
tiri disefiar inhibidores altamente especificos,
logrindose su recuperacién. Estos estudios re-
quieren de cantidades apreciables de enzima pu-
ra, proveniente de Shigefla fLexneri UCSF-129
(productora de graves cuadros diarreicos). Se
ensayaron diferentes antibidticos como inducto-
res, siendo exitoso la lincomicina que aumenté
la produccidén y la actividad especifica en 2,5
Y 3,6 veces, respectivamente. Esta enzima peri
pldsmica y plasmidial se purificd a través de
cromatografia de afinidad en geles de agarosa-é
cido fenilborénico (inhibidor reversible), la
actividad especifica y el rendimiento fueron
3,8 y 1,7 veces mayor, con respecto a los méto-
dos tradicionales, La preparacién era homogé--
nea de acuerdo a los criterios de electrofore-
sis en geles de poliacrilamida e inmunodifusién
Se estudidé el efecto de los siguientes cationes

divalentes (ImM), en la enzima pura: 'Zn, Ca,
c¢d, Mn, Co, Cu, Sn, Mg, Hg. Destacd sdlo la in-
hibicién de un 74% por Sn (II). Base para futu

ros estudios cristalogrdficos y ratifica su ex-
clusidn de la clase B.

Financiado por Proyecto N°20.13.54 de D.I.
de la Universidad de Concepcidn.

RESPUESTA FISIOLOGICA AL ESTRES DE HERIDAS EN SEMILLAS
DE ARAUCARIA ARAUCANA. (Response to Wounding in Arauca-
ria araucana Seeds). Cardemil, L y Riquelme, A. Dep.de
Biol., Fac. de Ciencias, U. de Chile.

Semillas de Araucaria araucana responden fisiologica-
mente a heridas provocadas por cortes en los tejidos
de la semilla y plantula, con un aumento de hasta 10
veces el nivel basal de glicoprotelnas ricas en hidro-
xiprolina (HRPG) presentes en la pared celular. El te-
Jido megagametofitico acumula 6 veces mas hidroxiproli-
na por ug. de proteina que el embridén en esta respuesta
al estrés.

Inmunoimpresidn de diferentes tejidos presentes en
semillas y plantulas de A. araucana, realizados con an-
ticuerpos policlonales obtenidos contra HRPGs de pared
celular de ralces de zanahorla o cubiertas de semillas
de soja, sugiere que la respuesta se debe a un aumento
de proteinas similares presentes en paredes celulares
de zanahoria y de soja.

Western analisis de proteinas extraidas de las pare-
des celulares de embridn y megagametofito, después de
sometidas a electroforesis en geles SDS de poliacrila-
mida, muestran tres bandas de proteinas que dan inmuno-
reaccidn cruzada con los anticuerpos de soja y de zana-
horia. Las tres bandas son positivas al reactivo PAS.
Electroforesis de las proteinas nativas en geles catid-
nicos, muestran que solo dos de las proteinas pueden
transferirse a membranas de nitrocelulosa.

Las proteinas de paredes celulares de semillas y pE@
tulas de A. araucara se expresan diferencialmente durante
el desarrollo y su grado de expresidn es especifica
respecto al tejido involucrado en el estrés. (Proyecto
FONDECYT 0160).
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EFECTO DEL SHOCK TERMICO Y DE PH SOBRE tA EXPRESION
GENICA DE THIOBACILLUS FERROOXIDANS. (Effect of heat
and pH shock upon genetic expression of T,
ferrooxidans). Chamorro, D., Peirano, I., Arredondo,
R. v Jerez, C.A. Departamento de Bioquimica,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile,

Las bacterias regulan rdpidamente su expresioén
génica en respuesta a cambios externos mediante
redes regulatorias, las que frente a un stress

ambiental reducen la sfntesis normal de las
protefnas celulares y provocan la sobreproduccién de
un grupo de proteinas conocidas como proteinas dei
stress. Hemos estudiado 1a respuesta al shock
térmico y de pH en el Thiobacillus ferrooxidans. Las
bacterias se crecieron en presencia de Nap'“CO3 »
los productos radiactivos sintetizados en respuesta
a los diferentes stress se analizaron por
electroforesis en geles de poliacrilamida vy
fluorografia.

Al transferir las bacterias de 300 a 410, éstas
disminuyeron fa sintesis de protefnas, y aumentaron
1a de un grupo de proteinas del shock térmico.
Frente a un cambio de pH ¢ 1,5 a 3,5) se observé la
sintesis de una gran cantidad de una protefina de 35
KDa. En cambio, al disminufr el pH de 3,5 a 1,5, no
s6lo se eliminé la induccién de la proteina de 35
KDa, sino que se provocé ademds una respuesta
similar a la de! shock térmico.

Nuestros resultados sugieren que algunos de estos
componentes de la respuesta al stress estudiado son
parte de 1a membrana externa y que los cambios en su
expresion pueden constituir, como en otros
organismos, parte de la barrera defensiva contra
variaciones en el medio ambiente local.

Financiado por PNUD/UNESCO (CHI 85/002), FONDECYT
(723/87 y 88-0074) y Universidad de Chile (B.1972-87
y B2889-8814).

DETERMINACION DEL P.M. DE LA ALDEHIDO~NAD-OXIDOREDUC-
TaSA (E.C. 1.2.1,3) DE SNC DE "A.G. RATS" EN GELES NA
TIVOS DE POLIACRILAMIDA. (Molecular Weight determina-
tion of aldehyde-NAD-oxidoreductase in "A.G. rats"

SNC by Polyacrylamide Gels Electrophoresis). Egafia,E..

Grez, P. & Ramirez, M.T, Universidad de Chile-Facul-
tad de Medicina; Instituto de Medicina Experimental -
Laboratorio de Neuroquimica - Santiago 7 ~ Chile,

Los estudios realizados en higado de rats y humano Te
velan la presencia de a 1o menos cuatro isoenzimas de
la A1DH, las cuales difieren en su origen, Km y movi-
lidad elestroforética entre otros pardmetros. Las més
importantes de estas isoenzimas, E2 y Eq también han
sido detectadas en SNC de rata en &rcas tales como
corteza, centros subcorticales y cerebelo. Cada una
de ellas, presentan subunidades con un P.M. aprox. de
54,000 daltona. Sin embargo estas subunidades difie-
Tren en su estructura primaria, 10 que determina una
alteracién en el patrén hidrofébico, explicando asf
el porqué las subunidades de las diferentes isoenzi-
mas no forman estructuras tetraméricas. Nos interesé
conocer la distribucién de esta enzima e isoenzimas
en las diferentes &reas del SNC Normal y de cepas "A.
G. rats" (alcoholismo permanente y generacional) y
posteriormente determinar mediante la electroforesis
el P.M. de 1as formas moleculares que se encontraron.
Ratas adultas albino Wistarc’y $de los grupos Kormal
(Control). "A.G./25" y ”A.G./%QO". Se estudié en SNC,
4 freas: corteza cerebral, hipotflamo, cerebelo y me-
sencéfalo. Electroforesis del sobrenadante de 20,000
x g de cada una de las 4 &reas mencionadas. Se encon
tré que existfan 3 estructuras moleculares en los gru
pos experimentales estudiados, Dos de estas se hallan
distribuidas en forma irre ar entre los grupos. La
38 egtructura (P.M. 52,000) estuvo presente en todos
los grupos y en ambos 8exos, 10 que nos hace presumir
que esta Wltima oonstituye la minima subunidad catali
ticamente activa de la A1DH.
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SESQUITERPENO CICLASA DE FLAVEDO DE LIMON,
(Sesquiterpene cyclase from lemmon rind).
Cha¥etE L. y Brown, G, Depto. de Bioquimica y
iologfa Molecular, Fac. Cs. QOcas. y Farmacéu-
ticas. Universidad de Chile.

Hay unos 200 sesquiterpenos, se piensa se foE
man por ciclacibén de farnesilpirofosfato (FPP);,
pero muy pocos sistemas libres de c&lulas han
sido descritos que lo hagan, y no hay informa-
cién sobre las ciclasas mismas.

En un extracto de flavedo de limb6n se ensaya
sesquiterpeno ciclasa con FPP tritiado como
sustrato. Los hidrocarburos sesquiterpénicos
son constituyentes menores de aceites escencia
les. Los productos generados, alcoholes prove~
nientes de la accifn de fosfatasa e hidrocarbu
ros de inter&s, se extraen del medio de reac-
cibén por partici8n en hexano y luego se sepa-
ran por absorcibn en &cido silfcico.

La particifbn en hexano resulta ineficiente
por lo que se ensaya el efecto de denaturantes
y solventes, resultando mejor urea 4M.

La enzima es dependiente de metal divalente
siendo mejor Mn+2 que Mg*2, pues mejora la re
lacién fosfatasa-ciclasa. La Km aparente para
farnesilpirofosfato es 0,9 uM.

Se intenta purificar la enzima por precipita
cién con PEG, con resultados de rendimiento ¥
purificacién variable. La met8dica permite lio
filizar y estabilizar as{ la materia prima.

La Cj5 ciclasa forma a partir de trans-farne
silpirofosfato, 54% de hidrocarburo que co-cro
matograffa con valenceno y 21% con cariofilend.
El resto no ha sido identificado.

Se requiere purificar la enzima para resol-
ver problemas de ensayo y continuar los estu-
dios.

FINANCIA D.T.I. PROYECTO B-2078-872F. Y FONDE-
CYT 0988,

SECUENCIACION PARCIAL DE UN OPERON RIBOSOMAL

DE Thiobacillus ferrooxidans. IDENTIFICACION
DEL GEN 3S. (Fartial sequencing of a
Thiobacillus Terrooxidans ribosomal operon.

Identification of the 55 gene.) Flores,H.,

Sanchez ,H., Hevia,E. y Venegas,A. Unléad de
Microbiologla y Genética Molecular. Facultad
de Cienclas Bioldgicas, Universidad
Catdlica Casilla 114-D, Santiago.

El operétn ribosomal bacteriano es una
uwnidad transcripcional complejia gque contiene
los genes de los RNA ribosomales dispuestos
colinealmente en el orden 168, 238 y 38. Los
RNAs ribosomales se obtiernen a partir de un
precursor unico que es sometido a un
procesamiento secuencial especlfico que
remueve las secuencias espacladoras. Algunos
operones ribosomales, tipicamente los de E.
celi, contienen 2 genes de tRNAs en la regioén
espaciadora de los genes de 165 y 235, vy 1 a
2 genes de tRNAs en el extremo 3° +final del
operédn. En otras bacterias la distribucidn de
los genes de tRNA en los espaciadores es

variable y pueden estar ausentes. Esta
caracteristica de variabilidad puede
utilizarse para la identificaciotn de un

determinado microoryanismo mediante uso de
sondas especificas.

Con el fin de caracterizar esto a nivel de
secuencia nucleotidica del operdn de T.
ferrvoxidans, se ha clonado parcialmente un
operon y se lo ha analizado mediante enzimas
de restricecién, hibridacion Southern Yy
gsecuenciacion parcial mediante 21 método de
Sanger.

~Se ha identificado @1 gen de RNA 38 y una
sefal de terminacion de la transcripcion que
excluyen la presencia de genes de tRNA en el
extremo X'. No obstante, existen dos genes de
tRNA entre los genes de RNA de 168 y 238. Se
discute la posibilidad de usar estas
caracteristicas para la identificacidn de
cepas de 7. ferrooxidans.

Financiado por

t
CHIBS/002. proyecte

FNUD/ONUDI
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t-BUTIL-4-HIDROXIANISOL (BHA)INHIBE LA RESPIRACION DE CE
LULAS TUMORALES (t-Butyl-k-hydroxyanisole (BHA)inhibit
the respiration of tumoral ce!ls).Fones,E.,Amigo,A.,GaHe
gos ,K. ,Guerrero,A. ,Gallardo,J.yFerreira,J. Departamentos
de Bioqulimica y Medicina Experimental,Facultad de Medici
na,Universidad de Chile.Casilla 70086 Santiago 7, Chile.

BHA se ha usado ampliamente como aditivo antioxidante en
alimentos por mds de 20afios ,por su muy baja toxicidad.Por
otro lado,se ha demostrado que BHA es uninhibidor muy ver
sadtil de neopl&sias inducidas por una amplia variedad de

agentes carcinogénicos,posiblemente porque aumenta las ac

tividades de varias enzimas que metabolizan xenobiéticos:

glutation S-transferasa,NAD(P)H quinona reductasa,NADPH
oxidasa,epoxihidrolasa,UDPG-glucuroniltransferasa,entre
otras.Recientemente,se ha demostrado que BHA reduce lain
cidencia de hiperplasias del estémago e inhibe el creci-
miento de varias 1lneas de células tumorales de humanos
en cultivo.

Debido a la complejidad de la respuesta a BHA,es dificil
establecer cuil de las alteraciones bioqulmicas (o qué
combinaciones)estin relacionadas con su accién téxica a-
parente sobre células tumorales.

Los estudios se realizaronen dos 1neas de células tumorales
de rat6n:786 Ay TA3.BHA Inhibi6 el crecimiento de culti-
vos en medio 1fquido de ambas Ifneas celularesy esta inhi-
bicién es dependiente de su concentracién.La respiracién
celular también fue inhibida por BHA:50% entre 0.45 y
0.58 mM y 90% alrededor de 0.8mM,tanto en presencia como en
ausencia de CCCP;sugiriendo que BHA inhibe el transporte
de electrones de ta cadena respiratoria mitocondrial. De
los estudios de los cambios de los estados redox en estado
estacionario de los componentes de ta cadena respiratoria
NAD(P)y citocromos b,c y a3,se observé que se reduce NAD
(P)y todos los citocromos se oxidaron en presencia de BHA,
indicando que su accién inhibitoria es en el segmento
NAD-citocromo b. Este efecto es muy similar al previamen
te encontrado en algunos tripanosomatideos.

Financiado por FONDECYT, Proyecto N° 47/87

RESPUESTA FISIOLOGICA AL TRATAMIENTO TERMICO DE LOS
TEJIDOS DE SEMILLAS Y PLANTULAS DE ARAUCARIA ARAUCANA
(MOL.)KOCH. (Heat Shock Response of Seed and Seedling
Tissues of Araucaria araucana (Mol.)Koch. Goycoolea, C
y Cardemil, L. Dep. de Biol.,Fac. de Ciencias, U. de -
Chile. -

Tejidos de semillas y plantulas de Araucaria araucana
fueron sometidos por diferentes periodos de tiempo a
temperaturas de 32°, 36°, 40°, 44° 48° C. La viabi-
lidad del tejido fue determinada por el test del cloru-
ro de trifenil tetrazolio o por salida de electrolitos
de los tejidos, en el caso de las semillas y por por-
centaje de crecimiento después de 24 horas de tratamien
to térmico,en el caso de las plantulas. -

En semillas, el tejido mas resistente a altas tempe-
raturas es el tejido megagametofitico, seguido por el
eje embrionario y por los cotiledones que son los mas
sensibles al estrés térmico. Las plantulas son mucho
mas sensibles que los tejidos de las semillas, ya que
mueren después de 30 minutos de ser tratadas a 44°C.
Las temperaturas de 40°y 36° C fueron definidas como
subletales.

An&lisis por fluorografia de las proteinas sometidas
a electroforesis en geles de SDS poliacrilamila y que
fueron sintetizadas ggrante dos horas de estrés térmi-
co, en presencia de S-metionina, muestra la presencia
de 7 nuevas bandas de proteinas que no estan presentes
a 28°C, siendo la temperatura optima de acumulacidn
de ellas 36° C y el periodo de sintesis méxima de 2-3
horas después de iniciado el estrés a esta temperatura.
A 36°C la plantula adquiere termotolerancia.

Hibridizacidn Norte gsl RNA total extraido de los
tejidos usando sondas P marcadas, una para la protei-
na de estrés de 70 Kd y otra para ubiquitina, revelan
dos mRNA para la proteina de 70 Kd y un mRNA para la
ubiquitina con un éptimo de acumulacidn a 36° C.
{Proyecto FONDECYT 0160).

EFECTO PROTECTOR DEL FLAVONOIDE SILYBINA EN LA DEPLE-
CION DE GLUTATION PRODUCIDA POR ACETAMINOFENO EN
HEPATOCITOS AISLADOS DE RATA: EVENTUAL COMPORTAMIENTC
ANTIOXIDANTE DEL ACETAMINOFENO. (Protective effect
of the flavonoid silybin on the glutathione depletion
induced by acetaminophen on isolated rat hepatocytes).

Garrido,A., Arancibia,C., Guerra,R., Yalenzuela,A. Uni-

dad de Bioquimica Farmacoldgica. INTA. Universidad
de Chile. Casilla 15138, Santiago 11. CHILE.

La silybina (syl) es un flavonoide utilizado
en diversas hepatopatias. Su mecanismo de accidn
no estd claro aunque se postula un efecto estabilizante
de membranas y una accidén antioxidante. Nuestro
grupo ha caracterizado algunas propiedades bioquimicas
de syl, en especial aquellas que se refieren a su
efecto protector en la deplecidén hepdtica de glutatidn
{GSH) producida por el etanol y la fenilhidrazina.
El acetaminofeno (ACP) es un analgésico que en condi-
ciones de sobre dosis es un hepatotdxico, produciendo
una deplecién de GSH hepatico y una necrosis irreversi-
ble. Los hepatocitos aislados constituyen un modelo
para el estudio del efecto de xenobidticos y de
hepatoprotectores. La syl protege a los hepatocites
de la deplecidn de GSH producida por el ACP, y también
protege a estas células de la lipoperoxidacidn (LP)
espontédnea. E1 ACP, en nuestras condiciones experimenta
les no induce LP, sino presenta un cardcter antioxidan—
te que potencia el de syl. Esta observacidn difiere
de aquellas de otros autores que postulan para ACP
un caracter prooxidante. Experimentos in vivo muestran
un efecto de syl similar al observado en hepatocitos
pero con ACP la situacién es diferente. El farmaco
produce LP después de 24 horas de accién y que es
inhibida por el flavonoide. No se descarta la posibili-
dad que ACP sea un antioxidante. La LP in vivo seria
consecuencia del dafio bioquimico y de 1la necrosis
tisular ya que a las 24 hrs. de intoxicacidn no
habria ACP libre ni tampoco biotransformado.

Financiado por DTI. U. de Chile, Dr. Madaus (Alemania)
y FONDECYT 174/87.

SECRECION DEL ORGANO SUBCOMISURAL: ANALISIS
IN SITU E IN _VITRO. (Secretion of the

subcommissural organ: in situ and in vitro
analysis). Hein,S. Y Rodriguez E .M.
Instituto de Histologia y Patologia,
Facultad de Medicina, Universidad Austral
de Chile.

La actividad secretoria del érgano subcomi-
sural (0SC) estd demostrada, desconocién-
dose, sin embargo, la composiciéon de su
secrecién; al menos parte de ella es libe-
rada al III ventriculo en donde se condensa
formando la fibra de Reissner (FR).

El uso de lectinas (Con A, LFA, RCA, WGA),
de glicosidasas especificas y de técnicas
inmunoquimicas aplicadas a cortes histolo-
gicos y a extractos de 0SC y FR (transferi-
dos a nitrocelulosa después de electrofore-
sis en geles de poliacrilamida-SDS), per-
mitieron analizar la secrecién del O0SC de
bovino, in situ e in vitre.

Las observaciones realizadas sugieren: 1)
que la secrecién liberada al ventriculo
est&a constituida por varias glicoproteinas
y por una proteina no glicosilada; 2) la
presencia de formas precursoras, las cuales
son sintetizadas y almacenadas en el RER y
procesadas durante el transporte hacia el
polo apical de la célula; 3) las glicopro-
teinas presentes en los grAnulos secreto-
rios y FR corresponderian a las formas
procesadas cuyos oligasacaridos estén uni-
dos por unién tipo N y 4) algunas glicopro-
teinas serian liberadas al ventriculo desde
cisternas del RER. Financiado por DID-UACh,
proyecto $-85-39 y por Stiftung Volkswagen-
wark, [/63 476.
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EFECTO DE PAIMITOIL-CoA EN LA RESPUESTA DE PROTEINA

KINASA C A FOSFOLIPIDOS Y DIGLICERIDOS. (Effect of
Palmitoyl-CoA in the Protein Kinase C response to
phospholipids and diacylglicerols). Hidalgo,P.,

Loyola,G. ,Morales,M.N. ,Orellana,A. ,y Bronfman,M. Dpto.
Biologia Celular, Fac. Cs.Bioldgicas P,U. Catdlica.

Proteina Kinasa C (PKC) es una enzima dependiente de
fosfollpidos y calcio. La presencia de diacilglicerol
aumenta su afinidad por calcio llevando la enzima a su
actividad mAxima. Recientemente hemos descrito que los
acil-CoA de cadena larga potencian la actividad de PKC
(1). Esta potenciacidn solo se observa en presencia de
fosfolipidos, calcio y diacilglicerol (DAG), es decir
cuando la enzima se encuentta en su mAximo de
actividad. Utilizando la enzima de cerebro de rata
purificada a homogeneidad, hemos analizado el efecto de
palmitoil-CoA (PCoA) en la respuesta de PKC a fosfa-
tidilserina (PS) y DAG (Dioleilglicerol, dipalmitoil-
glicerol y dioctanoilglicerol). La actividad de PKC se
determind en dos tipos de ensayo:a)PS y DAG sonicados y
b)miscelas mixtas de Tritén X-100,PS y DAG. La
actividad de PKC, a concentraciones crecientes de DAG,
da una curva hiperbdlica. La adicién de PCoA produce
un aumento en los valores de Km app y Vmax app, en los
dos tipos de ensayos. Por otro lado a concentraciones
crecientes de PS la actividad de PKC resulta en una
curva de tipo sigmoide. Al adicionar concentraciones
crecientes de PCoA se produce una disminucién en el
valor de K0.5, y ademAs una disminucidén en el nlmero de
Hill. En cuanto al valor de Vmax, existe una tendencia
a permanecer constante. Los resultados sugieren que el
efecto potenciador de PCoA puede ser explicado, al
menos en parte, por un aumento en la afinidad por
fosfolipidos.

Financiado: DIUC 82/86 y Fondecyt 0390-88

(1) Biochem.Biophys. Res. Comm. 152 (3), 987-992, 1988

EXISTENCIA DE APIRASA EN BACTERIAS. (Existence
of apyrase in Bacteria). Kettlun, A.M.; Ale-
gria, P.icotorfs, D.; Rojas, J.; Valenzuela,
M.A.; Mancilla, M. y Traverso-Cori, A. Depto.
de Bioquimica y Biologfa Molecular. Fac. de Cs.
Qcas. y FParmacéuticas. Universidad de Chile,

La apirasa (ATP:difosfohidrolasa) ha sido
descrita tanto en tejidos vegetales y animales.
En cambio, existe muy poca informacidn al res
pecto en microorganismos, por lo cual se ini~=
cib un estudio en bacterias Gram positivas y
Gram negativas.

Se estandarizd el medio de cultivo (sin fos-
fato) y las mejores condiciones de extraccibn
de la apirasa respecto a pH, tratamiento con
lisozima y tiempo de sonicacién,

Las bacterias Gram positivas , sobre todo
las del género Bacillus, tienen actividad api-
résica tanto en”la Iraccién particulada como
en la soluble (en la gue es m&s abundante).

La distribucibn de la apirasa en las bacte-
rias Gram negativas varla segln la especie.
Entre ellas E. coli es la que presenta la ma-
yor actividad apir%sica. Cabe hacer notar que
entre los microorganismos explorados Pseudomo-
nas ae inosa result8 ser el Gnico que excre-
Ta can§§§aaes detectables de apirasa al medio
de cultivo.

Para suprimir la accidn de otras enzimas in-
terferentes se usé inhibidores como P~ (fosfo-
monoesterasa) y ApSA (adenilatoquinasa). Se
determinaron algunos par8metros bioquimicos de
la apirasa obtenida en la fraccibn soluble de
Bacillus s p, N° 10,

FINANCIADO POR PROYECTO FONDECYT N®49 (1987),
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IDENTIFICACIOR Y LOCALIZACION DEL RECEPTOR DE EGF EN
GLANDULAS GASTRICAS DE RATA. (ldentification and
localization of the EGF receptor in rat gastric glands) Holuigue
L,Juica F, Lépez L, Orellana A, Broniman M. Garride 1., y GonzBlez A
Fac_Clendclas Bioldgicas v Fac Medicita, P.Up:versidad Catdlica de Chlle

El efecto mas conocido del EGF, y menos explorado en
su mecanismo, sobre células altamente diferenciadas que
probablemente no se dividen, es una inhibicién de ta
secrecién gastrica de HCl y de pepsinégeno. Las acciones de
esta hormona peptidica se han estudiado casi
exclustvamente en relacién a los mecanismos que controlan
fa proliferacion y diferenciacion celular, siendo en ellos
importantes:a) 1a presencia en 1a superficie celular de un
receptor especifico, de transmembrana, que en su dominio
citopldsmico posee una actividad tirosina Kinasa
estimulable por EGF desde el exterior; y b} l1a fosforilacién
de este receptor inducida por et propio EGF y por
reguladores de 1a proteina kinasa C

En el sistema gastrico, no hay informacion sobre
receptores de EGF y tampoco sobre los posibles eventos
bioquimicos que éste gatilla, que podrian ser comunes con
los involucrados en el efecto mitogénico de esta hormona.
Como primera aproximacion al problema, purificamos el
receptor de EGF de higado de rata y obtuvimos anticuerpos
que nos han permitido identificarlo mediante técnicas de
inmunoblot, inmunoprecipitacién e inmunocitoquimica
Mostraremos aqui la presencia de estos receptores en
fracciones de membrana de giandulas gastricas aisladas, el
tipo de células que lo poseen, su fosforilacion dependiente
de su interaccion con EGF y las posibles relaciones
funcionales con la proteina kinasa C .

Accién de las encefalinas sobre la gldndula mamaria en
lactancia. (Inkephalin actions in lactating rat mammary
gland) *.

Lavandero, S.,** Condc, F., Puente, J. y Sapag-Hagar, M.
Dpto. Bioquimica y Biologia Molecular. Facultad de Cien
cias Quimicas y Farracéuticas. Universidad de Chile.

L1 AMP ciclico es un importantc inhibidor de la lucto
génesis, siendo sus niveles en la glandula mamaria ele-
vados en la prefiez y muy bajos en la lactancia, descono
ciéndose los mecanismos Intimos que producen estos cum-
bios.

Algunas encefalinas hacen bajar los niveles intrace-
lulares de AMP ciclico y varios de cstos péptidos han
sido detectados en la leche materna, por la que podrian
ejercer algln papel regulador en la lactogénesis.

En este trabajo se¢ informa ¢l resultado de los estu-
dios in vitro del efecto de wetionina y leucina encefa
lina sobre la secrecidén de leche en explantes de glandu
la mamaria en lactancia y la accién de estos péptidos
sobre los niveles intracelulares de AMP ciclico, como
también sus sitios de unién al tejido mamario.

Los resultados mostraron que no hay cambios signifi-
cativos en dichos niveles ni en la secrecién evaluada
como lactosa y actividad pAglutamiltranspcptidusa, asT
Como tampoco ninguna respuesta funcional mamaria media-
da por los receptores 4 de las enccfalinas.

la estimulacién de los receptores opioidesfu con mor
fina, no hizo variar tampoco los niveles basales dc AMP
c¢iclico o los estimulados por toxina del célera. Al in
vestigar directamente la presencia de receptores mama-
rios para encefalinas estos no se encontraron, todo lo
cual sugiere que la gldndula mamaria en lactancia no
responde a la accidn de estos péptidos.

* Proycctos Pondecyt 88-0872/0874 v I B-2116-8844.
tniversidad de Chile.

*% SLG es un becado de Fundacidn Andes.
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BUSQUEDA Y CARACTERIZACION DE PROMOTORES DE
TRANBCRIPCION EN Thiobacillus wep.(Isoclation
and characterization of transcription
promoters from Thiobacillus @p.) Metz,C.,
Sanchez H., Havia,E. y VYenegas,A. Unidad de
ﬂicroEiDTbia y Genética olecular. Facultad
de Ciencias Biolégicas,

Universidad Catolica Casilla 114-D, Santiago.

Los tiobacilos acidéfilos representan una
interesante alternativa en el procesc de
lixiviacidn de minerales. Desarrollar un
sistema de manipulacién genética en estos
microorganismos, es un paso importante para
lograr un majoramiento del proceso de
biolixiviacién. Para esto es necesario
disponer de un vector apropiado, el cual
deberd contener un origen de replicacién, un
marcador genético Yy un promotor de
transcripcién que sean funcionales en al
microorganismo a manipular.

Para la busqueda de promotores utilizamos
el vector pkKK23I2-8. Dicho vector posee el gen
para la cloranfenicol acetil transferasa
(CAT), el cual por construccién, carece de
promotor propio. Hemos alslado promotores de
transcripcidn de 7Thiobacillus acidephilus a
partir de DNA cromosomal, vy de un plasmido
criptico de 7. ferrwoxidans. La secuencia de
bases ha sido determinada de acuerdo a Sanger
y s&¢ ha estudiado la expresién de dichos
promotores in vivo, determinando la actividad
EAT en £. coli HB1O1

Con el fin de estudiar la capacidad
funcional de estos promotores, en otros
sistemas bacterianos, hemos subclonado

algunos de ellos en pKT240, un vector de
amplio rango de hospedero, para ensayarlos en
otros sistemas.

Se discute la posibilidad de usar estos
promotores en la construccibn de vectores.

Financiado por PNUD/ONUDI

proyecto
CHIB3/002.

DESCARBOXILASA DIFOSFOMEVALONICA DE HIGADO DE
RATA: EVIDENCIA DE ACTIVIDAD CATALITICA DE LA
ESPECIE MONOMERICA. (Rat liver mevalonate

diphosphate decarboxylase: Evidence of cataly-
tic activity of the monomeric species). Mufoz,
0., Cardemil, E. y Jabalquinto, A.M. Departa-

mento de Quimica, Facultad de Ciencia, Universi

dad de Santiago de Chile.

La descarboxilasa difosfomevaldnica catali-
za la reaccidn entre MgATP2- y mevalonato-5-di-

fosfato para formar isopentenildifosfato, ADP,
Pi y CO02. Se ha informado que las enzimas obte
nidas de higado de pollo e higado de cerdo son
dimeros de PM. 85.400 y 88.000, respectivamen-
te, mientras que la enzima de higado de rata
seria un tetrimero de PM 126.000.

Utilizando una preparacidn parcialmete pu-
rificada de higado de rata hemos realizado un
reestudio del PM de la descarboxilasa difosfo~
mevalBnica mediante filtracidn en gel e inacti

vacidn por radiacidn. Se irradid la enzima, pre

viamente liofilizada, con rayoes gamma,

a temperatura ambiente y luego se deter

mind la actividad enzimidtica residual mediante

un ensayo espectrofotométrico. La pérdida de la

actividad enzimitica siguid un decaimiento ex-
ponencial simple el cual correspondid a un PM
de 47.300, Por otra parte, se obtuvo un PM de
89.100 al realizar filtraciones en Sephacryl
5-200.

Estos resultados nos permiten concluir que
la estructura cuaternaria de la descarboxilasa
difosfomeval&nica no varia entre las enzimas
de higado de pollo, cerdo y rata.

Financiado por DICYT-USACH y FONDECYT. Agrade-
cemos la valiosa colaboracidn de la Comisién
Chilena de Energia Nuclear donde se realizé la
irradiacién.

COMUNICACIONES LIBRES

CARACTERIZACION CINETICA Y SUBCELULAR DE LA ACTIVIDAD
Y-GLUTAMILTRANSPEPT IDASA EN T. CRUZI.

Moncada, C., Repetto, Y., Gonz&lez, J., Letelier, M.E.,
Aldunate, J. Morello, A. Departamento de Quimica Farma
colégica y Toxicolbégica, Facultad de Ciencias Quimicas
y Farmacéuticas, Departamento de Bioqufimica, y Departa
mento de Biologfa, Facultad de Medicina. Universidad de
Chile.

Nos ha parecido de gran interés la caracterizacién de
Y-GTP en T.cruzi, ya que esta enzima comanda la degrada
cién del GSH, el cual representarfa uno de los mecanis-
mos m&s importantes, para la destoxicacién de radicales
libres y metabolitos reducidos del oxfgeno producidos
por el metabolismo del huésped y por las drogas que se
usan en la actualidad contra la enfermedad de Chagas.
La actividad enzimdtica se encontré en la fraccién cito
s6lica determindndose su actividad de transpeptidacién
espectrofotométricamente, utilizando diversos aminodci-
dos y dipéptidos.

Los resultados evidencian una clara diferencia entre la
enzima del pardsito y la de mamiferos en su eficiencia
como aceptores del grupo y-glutamilo. Asf por ejemplo
L-glutamina un buen aceptor para la enzima de mamffe-
ros, resulté ser inhibidor en la enzima de T.cruzi. Esto
nos lleva a pensar que la funci6n de esta enzima en el
pardsito serfa eminentemente hidrolftica y su participa
ci6n en fendmenos de transporte serfa de menor importan
cia. f£sto concuerda en parte con lo encontrado por mi-
croscopfa electrénica de transmisién, realizada con el
objeto de caracterizar subcelularmente esta actividad,
ya que resulté estar tanto libre en el citoplasma como
en unos organelos subcelulares, cuyas caracteristicas
estan aln en estudio.

Creemos que la mejor comprensi6n de los eventos relacio
nados con la sintesis y degradacién del GSH, podr&n o-
rientarnos hacia una terapia mas racional de la enfer
medad de Chagas.

Financiado por: UNDP/WB/WHG/TDR, OEA, FONDECYT Chile,
DiB B~1854. -

EFECTO IN VIVO DE PAIMITOIL-CoA Y FPALMITOIL-CARNITINA
EN LA ACTIVIDAD DE PROTEINA KINASA C. (Effect in vivo
of Palmitoyl-CoA and Palmitoyl-Carnitine in the Protein
Kinagse C Activity). Orellana,A., Loyola,G. Kawada,M.
Holuigue,L., Gonzdlez,A. y Bronfman,M. Dpto. Biologla
Celular, Fac. Cs. Biolégicas, P.U. Catdlica.

El interés en el estudio del papel que cumple proteina
kinasa C (PKC) en regulacidn celular se ha visto incre-
mentado al conocerse que es el receptor de los ésteres
de forbdl conocidos promotores de tumorigénesis. La
activacidén de PKC esta asociada a la degradacidn de
fosfatidilinositol, con produccién de diacilglicerol,
activador natural de la enzima en presencia de fosfoll-
pidos y calcio . Se ha descrito que moléculas hidrofd-
bicas con carga positiva son inhibidores de la activi-
dad de PKC, entre estos se cuenta palmitoil-carnitina y
clorpromazina. Por otro lado, recientemente, utilizando
PKC purificada a homogeneidad desde cerebro hemos
demostrado que los acil-CoA de cadena larga modulan la
activacién de PKC por DAG (1), al parecer aumentando la
afinidad de la enzima por fosfollpidos. En ensayos in
vitro hemos visto que el efecto de palmitoil-carnitina
en la afinidad por fosfolipidos (fosfatidilserina) es
opuesto al efecto de palmitoil-CoA. Para analizar este
fendmeno in vivo se utilizaron plaquetas humanas, en
las que se ha caracterizado bastante bien la fosforila-
cién de una proteina de 40 Kd, dependiente exclusiva-
mente de PXC. Los resultados muestran que en presencia
de ésteres de forbdl, se produce fosforilacién de 40 Kd
la gque aumenta cuando las plaquetas se colocan en pre-
sencia de pelmitoil-CoA y disminuye cuando las plaque-
tas se colocan en presencia de palmitoil-carnitina. Re-
sultados preliminares, utilizando hepatocitos aislados
y analizando la fosforilacidn de un sustrato especifico
de PKC como lo es el receptor de EGF, corroboran los
experimentos obtenidos en plaquetas.
(1) Biochem.Biophys.Res.Comm. 152 (3):987-992 1988

Financiado: DIUC 82/86 y Fondecyt 0390-88
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DRGANIZACION Y ESTRUCTURA DE GENES DE rRNA DE
Thicbacillus ferrooxidans.(Organization and
structure of rRNA genes from T, ferrooxidans).
Orellana 0., Salazar, 0., Takamiya, M. y Gaete,
I.. Deptc. de Bioquimica, Facultad de HMedicina,
Universidad de Chile.

Thigbacillus ferrooxidans es una bacteria
autotrofica que participa en la biolixiviacidn
de cobre A pesar de la importancia en el
proceso industrial sehalado, se conoce poco
sohre aspectos de genética molecular de este
microorganismo. Con el objeto de estudiar en T.
ferrooxidans la organizacidn y la regulacidn de
la expresicon geénica, estamos analizando la
estructura y funcionalidad de los genes de rRNA
de esta bacteria. Previamente informamos de la
identificacidn y caracterizacidén de cuatro
plasmidios recombinantes (denominados pIR-1,
2, 3 y %) gue poseen secuencias de rONA y de la
presencia de dos operones de rRNA en el
cromosoma de T. ferrooxidans.

En este trabajo, mediante estudios de
hibridacidn a sondas de rONA derivadas del
plasmidio pIR-3, se construyd un mapa de
restriccidn detallado de 1los dos operones
identificados en el cromosoma bacteriano. Se
abservo similitud en las regiones codificantes

de los genes y marcadas diferencias en las
regiones adyacentes a los operones. Al comparar
el mapa de restriccidn de un segmenta del DNA
clonado en el plasmidic pTR~1, que posee
secuencias gque hibridan con el rRNA 1Bs, se
camprobo que era idéntico al  extremo S’
terminal de uno de los operones identificados.
Este hecho sugiere que el segmentoc clonado
podria contener los promotores de dicho operon.
Actualmente se encuentran en desarrollo
estudios de la estructura y la funciaonalidad de
este segmento de DONA. Financ. por FONBECYT,
PNUB/ONUDI y U. de Chile.

MARCACION DE LA CARBOXIQUINASA FOSFOENOLPIRUVICA DE LE~
VADURAS CON REACTIVOS FLUORESCENTES DIRIGIDOS A GRUPOS
TIOLES. (Chemical modification of yeast phosphoenolpyru
vate carboxykinase by fluorescent reagents directed to
thiol groups). Quifiones, V., Encinas, M.V., Jabalquinto,
A.M. y Cardemil, E. Departamento de Quimica, Universi-
‘dad de Santiago de Chile.

La carboxiquinasa fosfoenolpirfivica (PEPCK) de leva~
duras cataliza la reaccidn de descarboxilacifn del oxa-
loacetato en presencia de ATP y Mn*% para generar PEP,
ADP y CO2. Como parte de una investigacidn dirigida a
obtener informacidn estructural de la enzima de S. cere-
visiae, se estudia la interaccidn de la enzima con son~
das fluorescentes que puedan ser empleadas en el andli-
sis de caracteristicas fisicoquimicas del sitio de
unidn de los sustratos.

Se empled la PEPCK obtenida de 5. cerevisiae 5288C,
la que se hizo reaccionar con N-pirenomaleimida (PIM),
N-etilmaleimida (NEM) y TAEDANS. En todos los casos se
obtuvo inactivacidn de la enzima, con proteccidn de la
reaccibn de inactivaci®n por los sustratos. Se determi-
nd una estequiometria de unidn de 1 mol de PIM/mol de
subunidad de enzima. El tiempo de decaimiento de la
fluorescencia del PIM ligado a la enzima es biexponen-
cial con TF de 59 nseg y 9 nseg, en tanto que el aducto
sintético PIM-mercaptoetanol presenta un decaimiento mo
noexponencial con Ty = 10 ns. La enzima tratada con
DTNB no reacciona con PIM, apoyando la idea de que este
reactivo reacciona con grupos -SH de la enzima. Se en-
contrd que el niimero total de grupos -SH que se titulan
con DINB es de 12 en la enzima nativa y 42 en la enzima
desnaturada con SDS.

Los resultados obtenidos indican que PIM reacciona
con grupos SH de la enzima (probablemente del sitio de
unidn de los sustratos), y que la sonda fluorescente
unida a la proteina sensa distintos microalrededores.

Financiado por DICYT-USACH y FONDECYT.
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ACTIVIDAD PROTEOLITICA ACIDICA DE GLANDULA DE LEIBLEIN
DE Concholepas concholepas. (Acid Proteolytic activity
from gland of Leiblein of Concholepas concholepas). O.
Ponce., A. Magaha., L. Carrasco. Departamento de Biolo
gfa Molecular, Facultad de Ciencias Biolégicas y de Re-
cursos Naturales, Universidad de Concepcibn.

Concholepas concholepas es un gastr6podo prosobranquio.
ES un recurso natural exclusivo del océano Pacifico en-
tre Perd y Chile y representa actualmente el Gnico ejem
plar viviente en su género. Se ha descrito la glandula
de Leiblein asociada al es6fago de funcidén desconocida.

En el presente trabajo se describe el aislamiento, puri
ficacién parcial y caracterizaci6n de una actividad pro
teolitica acidica a partir de esta gldndula.

La actividad se midi6 por el método de Anson utilizando
hemoglobina como sustrato. Se investigé su ubicacién
por fraccionamiento subcelular y se purificé parcialmen
te por cromatografia en Sephadex G-200. Se estudié su™
estabilidad en funcién de la temperatura y la acci6n de
efectores.

La actividad enzimdtica tiene un pH 6ptimo de 3.5; se
ubica en la fraccién citos6lica; es estable a 0° C has-
ta 12 dias; se pierde en un 50% a los 100 min a 379C y
en un 74% a los 100 min a 55°C. es activada por cistef
na, glutation y DTT. Es inhibida por pepstatin, un innhi
bidor especifico de proteasas acidicas y por mercurio —
IT. El contenido enzimdtico por gramo de tejido es de
10.000 unidades.

De estos resultados se concluye que una funci6n de la
Glandula de Leiblein es contribuir de manera importante
en la digestién intracelular de las protefnas de la die
ta.

Por la facil extraccién de esta glandula y su alto con-
tenido enzimdtico proteol{tico, es interesante la posi-
bilidad de considerar su uso industrial.

Proyecto: 20.31.20 Direcci6n de Investigacién y FONDECYT

EFECTO DE GLICEROL SOBRE LA ACTIVACION DE FRUCTOSA-~1,6-
BISFOSFATASA POR CATIONES MONOVALENTES (Glycerol effect
on the activation of fructose 1,6-bisphosphatase by
monovalent cations). Reyes, A., Bravo, N, y Slebe, J.C.

Instituto de Bioquimica, Facultad de Ciencias,
Universidad Austral de Chile.
La fructosa-1,6-bisfosfatasa es activada

selectivamente por cationes monovalentes, tales comoc K
y NHj. Se ha postulado que este efecto se deberia a la
induccién de un conférmero de la enzima que presenta
menor inhibicién por excesc de sustrato y mayor
actividad especffica (Hubert et al. {1986) Arch. Biochem
Biophys. 250, 336-344). Buscando mejores pruebas para
esta hipéfggis, se planted caracterizar el efecto de los
cationes en presencia de glicerol, agente que por su
accibén sobre el potencial quimico de la solucidn puede
alterar la distribucién de estados conformacionales de
proteinas.

La activacién de la enzima de rifién de cerdo por
concentraciones variables de cationes monovalentes fue
afectada por la presencia de glicerol. Para K+, por
ejemplo, las constantes de semiactivacién fueron de
alrededor de 30 mM y 50 mM en ausencia y presencia de
glicerol 20% (v/v)}. La Vmax de la reaccién y la Km de
la enzima fueron disminuidas en alrededor de 50-60%
cuando glicercl se aumentd desde O a 20%. Asimismo, no
se observd variacién significativa de otros parémetros
cinéticos. Anélisis de espectroscopfa diferencial
ultravioleta y de exposicién de un residuo cistefna
reactivo, muestran que glicerol perturba residuos
tirosina expuestos y apantalla al grupc tiol. Los
efectos de glicerol fueron revertidos al disminuir la
concentracién del perturbante por glicerol.

Se concluye que glicerol estabiliza una
conformacién de la enzima que exhibe mayor afinidad por
el sustrato. Se favorece entonces el modelo que la
activacién por cationes monovalentes estd acoplada a la
induccién de un cambio conformacional.

(Proyectos: DIC-UACH, RS-85-26; FONDECYT, 179-87)
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DETERMINACION DEL pK DE UN RESIDUO LISINA INVOLUCRADO
EN LA COOPERATIVIDAD HACIA AMP DE FRUCTOSA-1,6-BISFOS-
FATASA (The pK value of the lysine residue involved in
AMP cooperativity of fructose 1,6-bisphosphatase). Siez,
D., Hubert, E. y Slebe, J.C. Instituto de Bioquimica,
Facultad de Ciencias, Universidad Austral de Chile.

La fructosa-1,6-bisfosfatasa es un tetrémerc que
posee dos residuos lisina por subunidad, los cuales
estin comprometidos en la interaccibén de la enzima con
el inhibidor AMP. La modificacién quimica con cianato,
en presencia de sustrato, permite diferenciar uno de
ellos, esencial para la cooperatividad de la enzima
hacia el nuclebtido (Slebe et al. (1983) J. Prot. Chem.
g, 437-443). En este ?;Ebajo caracterizamos
termodinémicamente este residuo mediante su modificacién
con cianato.

Se estudié la cinética de pérdida de
cooperatividad hacia AMP, tratando la enzima con NaNCO
100 mM en presencia de sustrato 25 mM, a pHs entre 6,0
¥y 9,0. Los valores de K,,s aumentaron entre pH 6,0 y 7,3
y se observd una leve disminucién a pHs mayores de 7,5.
Esta disminucién se correlacioné con un cambio
conformacional de la enzima, inducido por el pH, que
elimina gradualmente la cooperatividad hacia el
nucleétido. Las cinéticas de carbamilacién entre pH 6,0
y 7,3 , a 37°C, permitieron determinar la constante de
velocidad de segundo orden independiente del pH (k) y el
pK del grupo relacionado con la cooperatividad. Estos
valores fuercn k = 46,5 Mkegly pK = 6,58.

El valor de pK, inusualmente bajo para un residuo
lisina, nos llevé a analizar la dependencia de este
pardmetro con la temperatura, no observandose quiebres
en el intervalo de 17 a 37°C. El calor de ionizacién
obtenido fue de 11,23 Kcal/mol. Este valor de AH y 1la
certeza que cianato forma unidn covalente s8lo con
lisinas, confirman que el pK obtenido corresponde a un
residuo 1lisina, ubicado probablemente en un ambiente
hidrofébico.

(Proyectos: DIC-UACH, RS-85-26; FONDECYT, 179-87)

METILACION DEL FACTOR DE ELONGACION EF-Tu DE
CLOROPLASTOS DE EUGLENA GRACILIS. <(Methylation of
the chloroplast elongation factor EF-Tu from E,

gracilisg). Toledo, H., Yar 4
Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile,

El aparato traduccional de los cloroplastos presenta
muchas caracteristicas de tipo bacteriano, lo que ha
apovado la hipétesis de un origen endosimbibtico
para este organelo. En estudios previos encontramos
que el ribosoma eubacteriano presenta un patrén de
metilacion altamente conservado, y que éste se
encontrarfa también en 1los cloroplastos. En esta
comunicacién ampliamos los estudios comparativos de
las modificaciones del aparato traduccional al
factor de elongacién EF-Tu de cloroplastos de E.
Qracilis.

Los microorganismos se crecieron en presencia de

metil(34) metionina ¥y el producto metilado se
analiz6 mediante inmunoprecipitacion con suero anti
EF-Tu de E, coli electroforesis en geles de
poliacrilamida, autorradiograffa y posterior

hidrélisis del factor. Para la metilacién in vitro
se emplearon extractos crudos y
metil(3K)-S-adenosiimetionina.

Estando presente la secuencia del sitio de
metitaciéon de EF-Tu de E. coli en el factor de

cloroplastos de E. gracilis, se podria predecir la
metilacion de este dltimo. Encontramos que EF-Tu de
cloroplastos es metilado tanto in vivo como in
vitro, conteniendo principalmente mono-metil-lisina,
como en el caso de E, coli. Nuestros resultados
sugieren la existencia de metiltransferasas en los
cloroplastos y que la modificacion del EF-Tu serfa
conservada, apoyando la idea de un posible origen
bacteriano para el claroplasto.

Universidad de Chile,

Financiado por provecto

B.1972.87.

COMUNICACIONES LIBRES

PROTEOSINTESIS SELECTIVA EN EL GRUPO a-NH2 DE LISINA
(Selective proteosynthesis on the a=NHz group of lysine)
Tello, M., Herrera, C. e |bafez, |.

Lab.de Quimica de Proteinas y Alimentos, Facultad de
Quimica, Pontificia Universidad Cat8lica de Chile.

Las.proteinasas realizan tanto ''in vivo'" como a ni
vel de laboratorio la funcién de hidrolizar los enlaces
peptidicos y en esta accidn muestran una gran especifi-
cidad. Esta misma especificidad se manifiesta al reali
zar "in vitro' el proceso de proteosintesis que es el
inverso al de hidrélisis. Por tanto, es posible formar
enlaces peptidicos en que se encuentre involucrado sélo
el grupo a-NH, de lisina, dejando el €-NHz libre y sus-
ceptible de reaccionar quimicamente con otra molécula.

Se prepara t-Boc-tirosina por reaccion del aminod-
cido con Boc ON en dioxano al 50% y luego la reaccidn
de proteosintesis se realiza disolvienda 0.02 moles de
t-Boc-tirosina en 75 ml de 1.4 Butanodiol al que seagre-
ga 0.7 g de a-Quimotripsina y 0.06 moles de lisina,
disueltos en 25 ml de buffer acuoso Tris-HC1 0.05 M,ile
vando luego el pH a 6.5 y manteniendo la mezcla en cons

tante agitacidén por una semana a 37°C. Los productos
se separan por cromatografia en DEAE Sephadex.

Se obtiene el dipéptido t-Boc-tirosil-lisina con
el grupo £6-NH, libre, dando reaccién positiva frente a

Ninhidrina, en un rendimiento de aproximadamente 60%.
Este serd utilizado para la sintesis quimica de £-NH,
derivados de lisina, ¢on actividad bioldgica, tales co-
mo, Lisino-Alanina y Mollerosina, esta Gltima causante
del 'vémito negro'' en aves.

Nuestros resultados indican que la enzima a-Quimo-
tripsina ha realizado la funcidn de proteosintesis den
tro de la especificidad esperada frente a un residuoc de
tirosina y la formacidn de enlace peptidico con el o=
NH; del aminodcido lisina, sin proteccién previa del
grupo €-amino.

Financiado por proyecto FONDECYT 2040/87.

GENERACION ENZIMATICA DE ACIDO DICETOSSUCINICO EN ESTADO
EXCITADO.

Villablanca,M. Dej to de Ciencias Biol6gicas, Uni
versidad de Talca, Talca, Chile.

Una emisi6n débil observada durante la oxidaci6n catali-
zada por peroxidasa (HRP) del &cido dihidroxifumarico a
dihidroxitartarico es intensificada por la adicién de
detergente, CTAB. La emisi6n comienza alrededor de 500
mm siendo mixima cerca de 540 nm. El espectro de emisién
y eXcitacifn de la mezcla de reaccifn presenta picos a
545 y 490 nm, respectivamente. La presencia o ausencia
de oxfgeno no altera el espectro. De estos resultados y
de otros anteriores podemos deducir que (i) el &cido di-
hidroxifumarico es axidado a &cido dicetosuccinico en un
estado excitado singlete (ii) durante la catalisis emisi
va no hay moléculas de agua en el sitio activo de la en-
zima (iii) la clorofila es capaz de aceptar energfa de
especies excitadas al estado singlete.

Este trabajo fue financiado por "Financiadora de Es-
tudos e Proyectos" (Finep, Brasil), el "Conselho Nacio—
nal de Desenvolvimento Cientiffco e Tecnol&gico" ((NPqg,
Brasil) y una beca de postdoctorado de la Fundacao de
Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo " (FAPESP, Bra-
sil).
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