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COMUNICACIONES LIBRES 

BIOSINTESIS Y EXPRESIÓN DE GANGLIOSIDOS DURANTE LA 
DIFERENCIACIÓN DE CÉLULAS NEURALES. <B iosyn thes is 
and e x p r e s s i o n o-f g a n g l y o s i d e s d u r i n g 
di i i erent i at i on o-f neural c e l l s ) . Mace i on i . H. J . F . 
CIQU1BIC <UNC-CONICET>, Facu l tad de C ienc ias 
Químicas, Departamento de Química B i o l ó g i c a , CC61 , 
5016 Córdoba, A r g e n t i n a . 

Los g a n g l i ó s i d o s son g l i c o l f p i d o s c o m p l e j o s 
ca rac te r i zados por poseer ác ido s i á l i c o . Forman 
par te de la hemicapa externa de las membranas 
p lasmát icas de cé lu l as s u p e r i o r e s , en las que se 
inser tan por la reg ión h idro- fóbica exponiendo el 
o logosacár i do al espacio e x t r a c e l u l a r . Están 
par t i cu la rmente concentrados en las membranas del 
sistema ne rv ioso <SN). Se los cons idera invo lucrados 
en el con t ro l de la p r o l i ieración c e l u l a r , adhesión 
i n t e r c e l u l a r , eventos s i n á p t i c o s , neu r i t ogénes i s y 
p l a s t i c i d a d n e u r o n a l . La b i o s l n t e s i s de l 
o l i gosacá r i do se r e a l i z a en el complejo de Golg i del 
soma n e u r o n a l , por la ad ic ión de monosacári dos a 
p a r t i r de nuc leó t i do azúcares . Desde a l l í son 
t ranspor tados a la s u p e r f i c i e n e u r o n a l , l l egando a 
los te rmina les s i náp t i cos en la onda ráp ida del 
t ranspor te axona l . 
La composición del o l i gosacá r i do de los g a n g l i ó s i d o s 
cambia durante la ontogénesis del SN. En es tad ios 
pro l i-íerat i vos e i nde-f erenc i ados abundan los 
g a n g l i ó s i d o s carentes del d i sacá r i do terminal 
ga lac tos i1 -N -ace t i l ga lac tosam ina <GD3), m ien t ras que 
en es tad ios di i erenc i ados abundan los que cont ienen 
dicho terminal ( G D l a ) . Estos cambios parecen ser 
consecuencia de la modulación por d e s a r r o l l o de 
gl icosi 1 t r ans íe rasas c laves de la b i o s l n t e s i s , en 
-forma especl- f ica para cada t i p o c e l u l a r , y que 
ca rac te r i zan al menos t res es tad ios c e l u l a r e s : 
neuro-g l i obl ást i co , di-ferenc i ado terminal (neuronas) 
y d i f e r e n c i a d o no- te rmina l (a lgunos t i pos g l i a l e s ) . 

CONFERENCIA PROFESOR OSVALDO CORI 
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ESTRUCTURA Y FUNCIÓN DE FOSFOFRUCTOQUINflSfl. ESTRATEGIAS 
GENÉTICAS. (Structure and function of phosphofructo-
kinase. Genetic strategies.) Babul,. J¡_ Departamento de 
Química, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile. 

Una de las herramientas genéticas más utilizadas 
para determinar el rol estructural o funcional de de
terminados aminoácidos en una proteína es cambiarlos 
por otros y examinar las propiedades de la proteína 
alterada. De especial interés son aquellos casos en que 
se someten a prueba las hipótesis sobre la importancia 
de algunos residuos de aminoácidos de proteínas cuya 
estructura se conoce a nivel atómico. Antes del desa
rrollo de la tecnología del DNA recombinante estos 
cambios se efectuaban por medio de mutaciones fenotípi-
cas y, posteriormente, se ha hecho frecuente el uso de 
la mutagénesis dirigida del DNA que codifica a la 
proteína. 

Estas estrategias han sido útiles para separar las 
características estructurales y funcionales, especial
mente en el caso de enzimas reguladoras que, como la 
fosfofructoquinasa (Pfk), son estructuralmente comple
jas. Con Ej_ coli, se ha conseguido obtener por mutación 
fenotípica cepas que presentan defectos de crecimiento 
cuyas Pfk son insensibles a la inhibición por ATP. 
Además la enzima mutada difiere de la normal en su 
estabilidad, mecanismo cinético y en el efecto de los 
sustratos sobre el estado de agregación. Por otra par
te, cepas en las que una Pfk que presenta cinética 
hiperbólica (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 
mutagénesis dirigida un residuo del sitio para el inhi
bidor P-enolpiruvato en Pfk-1, este compuesto se con
vierte en activador. Otros reemplazos han permitido 
conocer el rol de algunos residuos en el proceso cata
lítico. 

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

PIRUVATO QUINASA: ESTRUCTURA Y FUNCIÓN. (Pyruvate 
kinase: structure and function). Eyzaguirre,J. Facultad 
de Ciencias Biológicas, Universidad Católica de Chile. 

La piruvato quinasa (PK) es una enzima que partici
pa en la regulación de la vía glicolítica, y que catali
za la transferencia de fosfato del fosfoenolpiruvato al 
ADP con formación de ATP y piruvato. 

Importantes avances se han hecho recientemente en 
nuestros conocimientos sobre estructura y función de es
ta enzima. Actualmente se conoce la secuencia aminoací-
dica de las PK de hígado humano y de rata, de músculo de 
gato y de pollo y de levadura, las que muestran una homo 
logia significativa. La estructura tridimensional de la 
enzima de músculo de gato ha sido establecida por difrac 
ción de rayos X con una resolución de 2.6 A. 

Experimentos de modificación química han permitido 
determinar la participación de Usinas, cisteínas, argi-
ninas e histidinas como residuos esenciales para la fun
ción catalítica, si bien sólo se ha localizado en la es
tructura la participación de usinas. Nuestro laborato
rio, utilizando marcación por afinidad con ADP-dialdehT-
do, seguida de ruptura tríptica y purificación y secuen-
ciación del péptido marcado, han establecido la partici
pación de esta Usina esencial en la enzima de músculo 
de conejo, que estaría situada en el sitio de unión del 
nucleÓtido. También se ha localizado una Usina igual -
ment^ reactiva en una ubicación equivalente de la enzima 
de levadura, y por otros autores en la de músculo de ga
to. 

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

Financiado en parte por DIUC. 

MODIFICACIÓN QUÍMICA DEL SITIO ACTIVO DE LA 
CARBOXIQUINASA FOSFOENOLPIRUV ICA DE LEVADURAS. 
(Chemical modification of yeast phosphoenolpy-
ruvate carboxyfcinase active site). IÌ. Cardemil ; 

S_. Araneda, M.V. Encinas, A.M. Jabalquinto, V. 
Quiño n e 3 , C. Saavedra. Departamento de Química 
Facultad de Ciencia, Universidad de Santiago 
de Chile. 

La descarboxilación enzimàtica del oxaloace 
tato es una de las primeras etapas de la gluco^ 
neog^nesis a partir de compuestos de 3 y 4 átc> 
I D O S de carbono. Este paso es catalizado por la 
carboxiquinasa fosfoenolpirGvica (PEPCK) en 
una reacción que requiere un nucleósido trifos^ 
forilado que, dependiendo de la especie, puede 
ser ATP, GTP o ITP. 

La PEPCK es un monóraero en la mayoría de 
las especies, un dimero de T. cruz i, un tetra
mero en levaduras, y un hexameio en plantas. 
En la mayoría de los casos, la masa molecular 
del monSmero fluctúa entre 6 4 y 70 kDa, presen 
tando alrededor de un 60% de homología en las 
secuencias primarias descritas para las enzi
mas de hígado de rata, de hígado de pollo y de 
D. melanogaster. En relación a las enzimas po-
liméricas, se tiene un conocimiento menor en 
cuanto a su estructura. Por ello, con el obje
to de obtener información directa acerca de la 
estructura del sitio activo en estas enzimas 
que, junto con permitir un mejor entendimiento 
del proceso catalítico, 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 incorporación de son
das fluorescentes y radiactivas a la enzima de 
S." c er ev i s iae . 

Financiado por D1CYT-USACH y FONDECYT-CHILE. 

REGULACIÓN Y AGREGACIÓN DE FRUCTOSA-1,6—BISFOSFATASA 
(Regulation and aggregation of fructoae 1,6-
bisphosphatase). Slebe, J.C., Reyes, A., Rodríguez, P., 
Ludwig, H. y Hubert, E. Instituto de Bioquímica, 

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 modulación es compleja, razón que 
ha dificultado el conocimiento del mecanismo de la 
interacción de la enzima con sus ligandos. El dilucidar 
varios aspectos de la relación entre la estructura de la 
FBPasa y su función iri vivo, constituye el objeto de 
interés de nuestras investigaciones. 

Para comprender la regulación de esta enzima, hemos 
utilizado técnicas de modificación química, de análisis 
de estructura primaria y estudios espectroscópicos, 
empleando espectroscopia diferencial ultravioleta, 
fluorescencia y resonancia magnética nuclear. Hemos 
logrado caracterizar algunos residuos de aminoácidos 
implicados en la regulación de la actividad, obtener 
información acerca del microambiente de sitios de unión 
de ligandos y localizar algunos de estos sitios en la 
estructura de la proteína. Discutiremos como la 
combinación de estas técnicas ha proporcionado 
información acerca de las propiedades de los dominios y 
aun de aminoácidos individuales en la enzima, asi como 
de la existencia de cambios conformacionales vinculados 
a su función catalítica. 

Finalmente, se relacionará un cambio 
conformacional, inducido por cationes monovalentes, con 
una autoagregación de tipo filamentosa de la proteína. 
Esta asociación podría estar relacionada con una posible 
interacción in vivo de la FBPasa con otras proteínas 
citosólicas, situación que se está analizando por 
microscopía electrónica y otras técnicas adecuadas para 
detectar asociaciones débiles entre proteínas. 

(Financiado por: DIC-UACH, RS-85-26; FONDECYT, 179/87) 

SIMPOSIO PROTEÍNAS: ESTRUCTURA Y FUNCIÓN I 

Coordinador: J. Eyzaguirre 
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ESTRUCTURA, CATÁLISIS Y REGULACIÓN DE APIRA -
SAS VEGETALES Y ANIMALES. (Structural, cataly_ 
tic and regulatory characteristic of plant and 
animal apyrases). AJda Traverso-Corl. Depto. 
Bioquímica y Biología Molecular, Гас. Ciencias 
Químicas y Farmacéuticas. Universidad de Chi
le. 

An ubiquitous diphosphohydrolase (EC. 3.6. 
1.5.) commonly called apyrase has been descrl 
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 catalv^ 
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 
AOP-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 AOP. 
Activating and inhibitory proteins that modu 

late ATPase and ADPase activities of a p y r a s e -

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. ~ 

MARCAJE POR AFINIDAD DE METIONIL-tRNA SINTETASA DE E. 
COLI. (Affinity labeling of E. Coli methionil tRNA "sin-
tfietase.) , , 
Osear León y Ladonne Schuiman . 1Depto. Biología Mole
cular, Universidad de Concepción. ¿DBC Albert Einstein 
College of Medicine, Bronx, N. Y. 10461. U.S.A. 
La interacción específica del RNA de transferencia con-
su respectiva aminoacil-tRNA sintetasa es un modelo a-
tractivo para el estudio del reconocimiento RNA-proteí-
na. Sin embargo, estos estudios se han visto dificulta
dos ya que no ha sido posible obtener co-cristales ade
cuados para el análisis por difracción de rayos X. 
Con el objeto de obtener información acerca de la orien_ 
tación 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. Así, el reactivo bifuncional Ditiobis-(succininú 
dil)-propionato se unió al extremo 5'p, D-loop, antico-
don y extremo CCA. Estudios previos, utilizando este de 
rivado, establecieron que cuatro Usinas (Lis 402, 439, 
465 y 640) fueron modificadas. En este trabajo se pre -
senta la determinación de los sitios en el tRNA a los 
cuales cada una de las Usinas 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. 
DTSP también se unió a la base rara X en tRNA m . La 
reacción de entrecruzamiento es específica y un solo 
peptido fue aislado y secuenciado (Lis 596). 
Finalmente se diseñó un nuevo reactivo bifuncional de 
entrecruzamiento (Succinimidil-Bromoacetil-Aminobenzoa-
to). Este reacciona específicamente con s 4U en tRNAfmet 
Estudios de mareaje por afinidad con el derivado obtenj^ 
do indican una reacción especifica, estequiométrica y 
dos peptidos han sido aislados (Lis 402 y 439). 
Los datos así obtenidos junto con datos estructurales 
de la enzima a 1.8rA°(en progreso) serán utilizados en 
la contrucción de un modelo del complejo tRNA-sintetasa. 

ESTRUCTURA, LOCALIZACIÓN SUBCELULAR Y FUNCIONES BIOLÓGI
CAS DE LA ARGINASA. (Structure, subcellular localization 
and biological functions of arginase). 
Nelson Carvajal. Depto. Biología Molecular, Facultad de 
Ciencias Biológicas y de Recursos Naturales, Universi -
dad de Concepción. 
La arginasa es la enzima terminal del ciclo de la urea 
aunque se la encuentra también en especies y tejidos no 
ureotélicos, en los que participaría en la síntesis de 
prolina y el catabolismo de la arginina. Numerosos es
tudios han intentado correlacionar las funciones biology 
cas de la arginasa con algunas propiedades particulares 
de la enzima. Los resultados obtenidos indican que: 
A) los monómeros 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 función biológica de la arginasa 
está determinada por su localización 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 med]_ 
clones cinéticas, de dicroísmo circular y emisión de 
fluorescencia. En su ausencia,las arginasas oligoméri-
cas se disocian en subunidades inactivas que se desnatu 
ran rápidamente a temperaturas superiores a 37°C. Estas 
son estabilizadas también por la unión de sustratos e 
inhibidores competitivos, lo que sugiere que el metal no 
es esencial para la unión del sustrato y desempaña una 
función especialmente catalítica. Mediante estudios de 
protección a la inactivación térmica y modificación quj^ 
mica de las subunidades, se han determinado las constan 
tes de disociación para sustratos e inhibidores compeU 
tivos. Los valores obtenidos concuerdan con los deter
minados cinéticamente. 

USO DE MÉTODOS DE PREDICCIÓN DE ESTRUCTURA SECUNDARIA 
EN ESTUDIOS DE ESTRUCTURA Y FUNCIÓN DE p-LACTAMASAS. 
(Use of secondary structure prediction methods in the 
study of the structure and function of B-lactamases) H. 
Cid, M. Bunster, J. Martínez, L. Barros, V. Vargas y 07 
Carrillo. Lab. de Biofísica Molecular, Depto. de Biolo
gía Molecular, Fac. de Ciencias Biológicas y de Recursos 
Naturales. Universidad de Concepción. 

Nuestro objetivo fué desarrollar una metodología que per 
mitiera obtener información estructural preliminar, an -
tes o paralelamente con el proceso de cristalización de 
una proteína, uno de los principales escollos para la de 
terminación de su estructura terciaria. 

Nuestra metodología incluye predicción de estructura se 
cundaria a partir de secuencia utilizando los métodos 
de Chou y Fasman y de Cid y col. La predicción así ob
tenida se transforma en un modelo a escala, utilizando 
las dimensiones del enlace peptídico y de los elementos 
de estructura secundaria. Las reglas de estabilización 
para las estructuras secundarias superiores, así como 
toda la información química y bioquímica de que se dis
pone, son cuidadosamente consideradas en la construcción 
del modelo. 

Este método fue aplicado a 6 p-lactamasas clase A y a u 
na Jl-lactamasa clase B. Todas las B-lactamasas clase A 
pueden ser descritas por un modelo común que consta de 
2 dominios y muestran una alta conservación de la estrir 
tura secundaria. Este modelo permitió diseñar diverses 
experimentos para comprobar su validez, que han sido 
realizados en la |}-lactamasa I de B. cereus. Test de 
proteolisis química y bioquímica, 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 Concepción. 

SIMPOSIO PROTEÍNAS: ESTRUCTURA Y FUNCIÓN II 

Coordinador: J. Eyzaguirre 
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REGULACIÓN DE LR POLIMERIZACIÓN DE TUBULINA POR METALES 
DIVALENTES. (Regulation of tubulin polymerization by 
divalent metáis). Monasterio.Q L y BCQEÌÉi. Ss. Departa
mento de Biología, Facultad de Ciencias, Universidad de 
Chile. 

La tubulina, un heterodínero conpuesto por dos sub-
unidades de peso molecular 55.000, autoensambla en 
presencia de magnesio formando microtúbulos. La estruc
tura del polímero depende de la naturaleza del metal 
divalente presente. Mn(II) induce microtúbulos simi
lares a los formados con magnesio. Cinc y altas concen
traciones de cobalto inducen estructuras laminares. 
Calcio desensambla estos polímeros. 

Hemos determinado por medio, de la función termodi
námica de unión de Wyman que la elongación del micro-
tubulo es acompañada por la unión de un mol de magnesio 
por mol de dímero de tubulina agregado. El ion terbio, 
análogo fluorescente de calcio y de magnesio, se une a 
la tubulina produciendo polímeros lineales con ciertas 
ramificaciones. La curva de unión del ion a la tubuli
na se superpone con la curva de turbidez producida por 
la polimerización de la tubulina. Una vez que el terbio 
se une a la tubulina no es posible desplazarlo con 
magnesio o calcio. Esto sugiere que la región de unión 
del metal queda inaccesible en el polímero. Esta región 
se encontraría expuesta en el dímero de tubulina, pues 
magnesio y calcio impiden la unión del ion terbio. La 
unión de magnesio y calcio al complejo tubulina-DAPI 
(4*,6-diamino~2-fenilindol) disminuye la fluorescencia 
de la sonda. El apagamiento podría explicarse como una 
competencia entre los metales y el DftPI por un sitio de 
unión con cargas negativas, pues la sonda se encuentra 
cargada positivamente bajo las condiciones de ensayo. 
Estos resultados sugieren que los sitios de unión para 
los metales divalentes se encontrarían en la región 
carboxilo terminal de la tubulina que posee una alta 
densidad de cargas negativas. 

Financiado por FDNDECYT, DTI (U. de Chile) y DEA. 

SIMPOSIO AVANCES RECIENTES EN BIOMEDICINA EN 
RELACIÓN A DIAGNÓSTICOS Y VACUNAS 

Coordinador: A. Venegas 

PORINAS EN LA PATOGENICIDAD DE Salmonella typhi,(Porins 
in the pathogenicity of S.typhi. Mora.G.C. y Calderón, 

Laboratorio de Microbiología, Facultad de Ciencias 
Biológicas, P. Universidad Católica de Chile. 

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

En E.col i y S.typhimurium se han descubierto nume
rosos genes regulados anaeróbicamente, muchos de los 
cuales no han sido mapeados o c'aracterizados bioquími
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 regulación esté mediada por la disponi
bilidad de oxígeno en el medio ambiente. 

Las poriñas, proteínas de la membrana externa de 
enterobacterias, están expuestas al medio ambiente y la 
expresión de ellas es regulada por estímulos ambienta
les como la osmolaridad y la temperatura. Esto es una 
ventaja evolutiva que permite a estos microorganismos 
sobrevivir en distintos ambientes. Hemos determinado 
in vi tro, la influencia que un ambiente anaeróbico tie
ne en la expresión de las poriñas de S.typhi. Así, 
imitando una condición del intestino, nos aproximamos 
al fenotipo que S.typhi poseería durante el inicio de 
la infección. S.typhi en ambiente anaeróbico presenta 
una represión de la expresión de OnpF; en las mismas 
condiciones S.typhimurium reprime OmpC y OmpF y OmpA. 

Financiado por Proyecto FONDECYT № 0264/88. 

GENES Y PROTEÍNAS DE MEMBRANA EXTERNA DE 
ENTEROBACTERIAS Y SU APLICACIÓN EN 
DIAGNOSTICO: EL SEN OMPC DE S. typhi. (Genes 
and proteins of outermembrane from 
enterobacteria and their use in diagnostic: 
the ompC gene from S. typhi}. Venegas• A., 
Zaror, I., Gómez. I.. Castillo". B.. Lira, 
P. y Sánchez. J.P.. Unidad de Microbiología 
y Genética Molecular, Facultad de Ciencias 
Biológicas, Universidad Católica de Chile, 
Casilla 114-D, Santiago. 

La relación directa de las bacterias con 
su entorno está mediada físicamente a través 
de la membrana externa. En la respuesta 
inmune -frente a infecciones bacterianas 
algunos de estos componentes funcionan como 
antlgenos. Entre éstos, las porinas, que son 
proteínas capaces de formar poros para el 
paso de solutos pequemos, han resultado muy 
atractivas. Estudios previos han permitido 
establecer que pacientes con fiebre tifoidea 
presentan un alto titulo de anticuerpos 
ant i parirías. Se propone desarrollar nuevos 
métodos de diagnóstico de tifoidea en base a 
aglutinación de látex con porinas 
inmovilizadas o mediante hibridación 
molecular de segmentos de genes específicos. 

Para este objeto se ha aislado y 
caracterizado el gen de la porina OmpC de 5. 
typhi y se ha producido esta proteina en E. 
coli, lo que permite manejar y disponer de 
material suficiente sin riesgos de infección. 
El gen ha sido secuenciado y mostró un 74X de 
homología con E. coli. Tres regiones de éste 
no tienen equivalente en E. coli y. Junto a 
otros segmentos de DNA típicos de S. typhi, 
están siendo evaluados C O I Ü D sondas 
especificas en ensayos de "dot blot". 

Estudios preliminares para el uso de 
porina recombinante adsorbida en látex para 
detección de anticuerpos antiporina son muy 
alentadores. 

Estas avances recientes permitirán 
optimizar los métodos actuales y su principio 
podrá ser aplicado para diagnóstico de otras 
infecciones bacterianas. 
Financiadp por FONDECYT 2026/87 y DIUC 81/86. 
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USO DE SONDAS MOLECULARES EN LA DETECCIÓN ESPECIFICA DE 
AGENTES PATOGÉNICOS (Use of probes in the detección of 
pathogenic agents). Arturo Yudelevich. Unidad de 
Microbiología y Genética Molecular, Facultad de 
Ciencias Biológicas, Universidad Católica de Chile, 
Casilla 114-D Santiago. 

En el desarrollo de sondas moleculares para la 
detección especifica de agentes patógenos se han 
desarrollado varios enfoques. Se ha recurrido al 
clonamiento de genes de virulencia presentes en el 
agente patógeno que se quiere identificar. Otros 
métodos se han basado en el uso de secuencias 
especificas de una especie determinada aunque no estén 
relacionadas con genes de virulencia. Es asi como se 
han desarrollado sondas consistentes en secuencias de 
genes de RNA ribosomal de alta variabilidad, o en 
secuencias provenientes de plasmidos cripticos. 
Estaños desarrollando una metódica para aislar, 
secuencias únicas 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 reacción solo secuencias 
hibridadas consigo mismas. Esto se logra un sistema 
de hibridación competitiva acelerada por fenol, seguida 
de clonaiiiento preferencial de moléculas hibridadas 
consigo mismas. Inicialmente hemos empleando este 
sistema para detectar secuencias únicas de Shigella y 
Saloonella. Otro aspecto de gran importancia en el 
desarrollo de una sonda es el método de detección del 
híbrido formado. Actualmente los sistemas basados en 
marcación radiactiva siguen siendo los de mayor 
sensibilidad; otros métodos, como el de la biotina 
son aun menos sensibles. Sin embargo, se están 

desarrollando algunos sistemas de amplificación, que 
acoplados a métodos de detección no radiactivos 
prometen al menos igualar la sensibilidad de los 
métodos radiactivos. Financiado por proyecto FONDECYT 
0398/88 

DETECCIÓN Y CUANTIFICACION DE VIRUS Y ANTICUER
POS EN INDIVIDUOS INFECTADOS CON VIRUS DE LA 
INMUNODEFICIENCIA HUMANA. Espejo, Romilio. 
Centro de Estudios Científicos de Santiago y 
Unidad de Virología, Fac. Medicina, U. de Chile 

La detección y cuantificación 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 tecnología moderna ha permitido el desarro
llo de técnicas que permiten una sensibilidad 
nunca antes lograda pero todavía la especifici
dad no alcanza 100%. En base a la experiencia 
en la implementación de algunas de estas téc
nicas en núes tro laboratorio se discutirá la 
sensibilidad y especificidad de distintos en
sayos que incluyen aislamiento de los virus, 
ensayo de transcriptasa reversa, diversos 
ELISAS, inmunoblots (western blots), radioinmu-
noprecipitación (RIPA), hibridación e hibrida
ción con ampli ficae ion. La alta sensibilidad 
lograda con algunas de estas pruebas requiere 
un análisis sobre el significado de un resul
tado positivo. Otra variable que se discuti
rá consiste en la especificidad de estas téc
nicas con respecto al tipo en cuestíón(VIH-l 
o VIH - 2 ) y a la variación intratipos observada 
en los virus de la inmunodeficieñeia humana. 

DESARROLLO DE VACUNAS VIRALES. (Development of viral 
vaccines). Eugenio Spencer. Unidad de Virología. 
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
ción de enfermedades virales. La obtención de una 
vacuna se basa en la utilización de dos procedimientos: 
el uso de cepas virales atenuadas y la inactivación 
de vinus por métodos químicos o físicos. Sin embargo, 
la obtención de vacunas por estos métodos para algunos 
virus no ipesulta eficiente ya sea por la inestabilidad 
de las 1 mutaciones que producen la atenuación o porque 
la respuesta inmune que desarrollan no es capaz 
de neutralizar el virus infectante. Mediante la 
identifidación de los antígenos de neutralización 
y el conocimiento de las secuencias de los genes 
virales se han podido desarrollar nuevas estrategias. 
Estos cc-nsideran principalmente la expresión de 
los antígenos de neutralización en diversos tipos 
de vectores tanto procariotes como eucariotes o 
virales. El uso de virus vacuna como vector ha demos
trado ser una buena aproximación a este respecto. 
El virus posee zonas del DNA que pueden ser reemplazado 
por el gen de un antígeno de neutralización cuando 
esta inserción está bajo el control del promotor 
temprano de virus se produce expre? ion eficiente 
del polipéptido y genera una muy buena respuesta 
inmune en el huésped. Sin embargo, estas vacunas 
de subunidades virales no han sido eficaces en casos 
en que el antígeno de neutralización es variable 
o que esté compuesto por más de un polipéptido. 
En otros casos existen problemas adicionales como 
en HIV I debido a que en este caso no solo hay tras
misión de la enfermedad por el virus sino que también 
por medio de células infectadas. 

La preparación de vacunas por lo tanto parece 
ser un problema individual en el cual resulta difícil 
encontrar un método general. 
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SIMPOSIO ASPECTOS MOLECULARES DE LA BIOLOGIA 
DEL T. CRUZI 

LA CISTEIN PROTEINASA (TRYPANOPAINA) DE TRYPANOSOMA 

GKIIZI (The cysteine proteinase (Trypanopainí from 

Tryptñosom* cruzó. Cazzulo, J J Instituto de Investigaciones 

Bioquímicas Fundación Campo mar Antonio Machado 151,1403 

Buenos Aires, Argentina. 

Los epimastigotes de T cruz/' contienen diversas actividades 

pro te oli üc as ; experimentos de electroforesis en geles de poüacril-

amida conteniendo fibrinógeno o hemoglobina, sugieren que la ac

tividad cuantitativamente mas importante es una cistein proteinasa, 

que hemos purificado hasta homogeneidad proteica. La enzima es 

una glicoproteina monomerica, de peso molecular aproximado a 60 

kDa, capaz de h id rol izar caseina (pH 5 a 7 5),hemoglobina y se roa!-

búmina (pH 3 a 4) La enzima es fuertemente inhibida por leu-

peptina. quimostatina y antipaina (150 0.25.0 75 y 1 uM, respecti

vamente); or gano me r curiales; tosil lisil clorometilcetona (TLCK) y 

tosti fenilalanil clorometilcetona (TPCK). No es inhibida por fenil 

meúl sul fon il fluoruro (PMSF). pepstatina ni o-fe nan tro lina, y es 

activada por EDTA y beta mere ap toe tan ol Experimentos de extrac

ción de células enteras con digitonina, laten cía en fracciones sub 

celulares y centrifugación en gra dientes isopicnicos de sacarosa 

indican que la proteinasa se comporta como la alfa-man osidasa, lo 

que sugiere que se encuentra en los liso somas La secuencia de 32 

aminoácidos del extremo N-terminal y de U aminoácidos de un 

péptido tríptico, presenta una identidad del 65 % con las papaina y 

la c ate p si na L de hígado de pollo. Estos dalos indican que la enzima 

es una cistein proteinasa perteneciente a la superfamilia de la pa

paina, para la cual se propone el nombre de Trypanopaína 

Coordinador: A. Morello 

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

La reaistencia (R) al Trypanoeoaa cruzi en el 
ratón es un carácter 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 B10.Br. Los 
ratones de cepas R, B10 y A.SW, sobreviven 60 o 
más dias inoculados con 10 H triporaastigotea sanguí
neos; los ratones S, B10.Br y A.CA , mueren entre 
15-30 días con esta dosis. La parasitemia en todas 
las cepas presenta un peak al día 8 post-inoculación 
(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 (S) presenta 
un segundo y continuo aumento de la parasitemia. 

La producción de IgM e IgG anti T. cruzi hasta 
el día 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 días p.i. 
correlacionada positivamente con la protección 
a la muerte aguda, confirmada por experimentos de 
neutralización de los parásitos con suero inmune 
de 35 días p.i. o su fracción IgG. El efecto pro-
tectivo no depende de lisis mediada por la vía clá
sica del complemento. 

Financiado por UNDP/Bank/WHO/TDR ID 820599, FONDECYT 

0463 y DTI B.2688-8714. 

CONSIDERACIONES INMUNOLOGICAS MOLECULARES EN EL DIAG
NOSTICO Y RESISTENCIA GENÉTICA 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 ) . ' (l)Depto. Biol. Cel. y Genética, Fac. Med. U. 
de Chile, y (2) Depto. Bioquímica y Biol. Molec. Fac. 
Ciencias Químicas y Farmacéuticas, U. de Chile. 

Cepas de ratones infectadas con T. cruzi difieren 
en la resistencia a Chagas. Por ej. ratones A.CA mue
ren 15 días después de recibir 10 4 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 través de geneslr. Recientemente hemos identifica
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-
Weatern blotting, desarrollado con sueros de ratones 
inmunizados resistentes y sensibles, seguido por IgG 
de cabra, marcada con 125 i, anti IgG de ratón. T.c. 
45 por ser inmunogenéticamente definida, merita el 
estudio de su valor inmunogénico protector y/o de 
diagnóstico. Paralelamente hemos estandarizado una 
fase solida no convencional de alta superficie (silica 
octadecil) para ensayos inmunoradiométrieps que, con
tingente a la producción de anticuerpos monoclonales 
contra T.c. 45, permitiría pesquizar su presencia 
o de peptidos relacionados en especímenes como suero 
y orina. 

* S.L. es becado por la Fundación Andes. 
Financiado por Proyectos: FONDECYT 0463-1987 y 0191-

1988. 
y UNDP/World Bank/WHO/TDR. 820599 

ASPECTOS MOLECULARES DE LA PROLIFERACIÓN EN Trypanoso-
ma cruzi- (Molecular aspeets oí celi proliferatici! in 
Tripanosoma cruzi). Toro, G.C.; Morales. M.G.: Rojas, 
M.V. y Galanti, N. Departamento de Biología Celular y 
Genética, Facultad de Medicina, Universidad de Chile. 

T. cruzi es un p r ot oz 00 h emof1age1ado, agent e 
causal de la enfermedad de Chagas, endémica en Chile. 
Presenta endomitosis, sin condensación de la cromati
na en cromosomas. En este parásito se estudió la 
composición de histonas (organización y función de 
cromatina), la presencia de proteínas cromosomales de 
alta movilidad electro*orética, HMG (regulación de 
transcripción) y la metilación del DNA (regulación de 
la expresión gènica). 

Las histonas y las proteínas cromosomales HMG se 
extrajeron en medio ácido y se analizaron por electro
foresis en geles de poliacrilamida. La metil ación del 
DNA se analizó por hidrólisis y cromatografía de las 
bases. Paralelamente, se estudió el efectD de 5-azaci-
tidina (agente hipometilante) sobre la proliferación y 
diferenciación celular en el parásito. 

Se encontró 6 hi stonas, al menos una de 1 as 
cuales presenta características de Hl. El patrón 
electroforético de estas proteínas básicas es diferen
te al de eucariontes superiores y al de otros géneros 
de la familia Tripanosomatidae. Por otra parte, 4 
proteínas cromosomales presentan características de 
HMG. La composición cualitativa de estas proteínas 
varía en di ferentes fases de proli feraci ón del 
parásito. Finalmente, el DNA de T. cruzi está 
meti lado en citosina y, aparentemente, esta modifica
ción del material hereditario participa en la regula
ción de la proliferación del parásito en cultivo. 
(Financiado por WHO/PNUD/WB; Q.E.A.; FONDECYT, 54-CHL 
TWAS y D.T.I., U. de Chile). 

http://B10.Br
http://B10.Br
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ASPECTOS BIOENERGETICOS DEL TRYPANOSOMA CRUZ 1 (Bioenerge 

t i es of Trypanosoma c r u z i ) , Aldunate , J_. , Letel i e r , M.E., 

Col orna , L . ( - ) , Vásquez ,~X. , Monteve rde , f_. y Morel l o , A_. 

Departamento de B¡oquímica,Facu1 tad de Med¡ci na ,Univers¡ 

dad de C h i l e , {"••) Departamento de B io l og ía , Universidad 

Metropol i tana de Ciencias de la Educación. 

En genera l , los procesos de obtención de energía en los 

parási tos presentan carac ter ís t icas d i fe ren tes respecto 

a los mamíferos. El Trypanosoma cruzi rea l i za una " f e r 

mentación aeróbica de la g lucosa" , ya que el azúcar es 

metabolizado a la misma velocidad tanto en aerobios is co 

mo en anaerob ios is , produciendo en ambas condiciones CO2 
y ácidos orgánicos. En la g l í c ó l i s i s , no existen enzimas 

regu la to r ¡ as , lo cual en parte se expl ica al encontrarse 

la mayoría de las enzimas g l ¡ e o l í t i c a s compartamentaliza 

das en un organelo subce lu la r , el gl icosoma. 

En nuestro l abo ra to r i o , nos hemos dedicado a estudiar la 

resp i rac ión mitocondr ial en los T.cruz i in tactas. Así he 

mos podido establecer que las formas ep¡masti gotas y las 

formas tripomas ti gotas del pa rás i t o , consumen oxígeno in_ 

depend¡entemente de que existan o no precursores g l í c o l í 

t i cos . La resp i rac ión del T .c ruz i es insensib le a la r o -

tenona, que es un inh ib idor del s i t i o I de acoplamiento 

energético en los mamíferos. En cambio, el consumo de 

oxígeno de los parási tos si es inh ib ido por Ant imic inaA. 

Los compuestos ant ioxidantes BHA ( 2 ( 3 ) - t e r - b u t ¡ 1 - p - h ¡ d r o 

x i an i so l ) y BHT ( 3 , 5 _ d ¡ t e r - b u t i 1 - p -h i d rox ¡ t o l ueno ) p re 

sentan efecto tr ipanosomicida cuya base bioquímica es 

una inh ib ic ión de la resp i rac ión ce lu lar del J_. c r u z i , 

a lo cual se asocia a un cambio del estado de óx ido - re 

ducción de los p i r i d í n nucleót idos y de los citocromos 

mí tocondr ia les . Estos efectos sobre el T .c ruz¡ sólo lo 

presentan aquel los compuestos que están estructuralmente 

relacionados con BHA y BHT. 

UNDP/WB/WHO/TDR, OEA, FONDECYT-Chi 1 e, DIB 6-185*». 

EL GLUTATION COMO MECANISMO DE DEFENSA EN TRYPANOSOMA 

CRUZ 1 • Repetto, Y . , Moneada, C. , L e t e l i e r , M .E . , Kiwi , 

J_. , L i pchenca, I . y Morel l o , A. Departamento de B ioquí 

mica, Facultad de Medicina y Departamento de Química Far^ 

macológica y Tox¡co lóg ica, Facultad de Ciencias Químicas 

y Farmacéuticas, Universidad de Ch i l e . 

El g lu ta t i ón (GSH) representa para el Trypanosoma cruzi 

un mecanismo de defensa importante en re lac ión a los ra^ 

d icales l ib res y a metabol1 tos reducidos del oxígeno co 

mo 0 2 ~ . H 2 O 2 , OH" que se generan en el metabolismo y por 

compuestos exógenos. El parás i to es de f i c ien te en las 

zimas involucradas en la e l iminac ión de estos compuestos. 

Las drogas de uso actual Ni fur t imox (Nx) y Benznidazol 

(Bz) actúan sobre el T .c ruz i v ía radicales l ib res y /o ge^ 

nerando productos de reducción parc ia l del O 2 . El T . c r u -

zi t iene un contenido de GSH que f luctúa entre 0 . 5 " 1 mM. 

Al administ rar a ratas infectadas con T.brucei un inhib_¡_ 

dor espec í f i co de la b ios ín tes is de GSH L-but ionina s u l -

foximina (BS) se produce a las pocas horas una d isminu

ción de los niveles de GSH del parás i to en un 50% y un 

bloqueo temporal de la parasi temia. Hemos estudiado el 

contenido de GSH en diversas cepas del T .cruz i y también 

la act iv idad de algunas enzimas relacionadas con su meta_ 

bol ismo. Se observó en la cepa LQ un contenido de GSH mâ  

yor que la cepa T. en un 6 0 % . A su vez la act i v i dad Y"91 u 

tami I t ransferás ica es 3 - 2 veces mayor en la cepa T. en 

re lac ión a la LQ. Se estudió el efecto de Nx y Bz sobre 

el crecimiento de los parási tos en c u l t i v o . Se observó 

que la cepa LQ es más res is tente a estas drogas que la 

cepa T. Al adic ionar a los cu l t ivos Bs y después las dro 

gas ant ¡ chagás i cas se produjo una potenciación en la ir^ 

h ib ic ión del crecimiento. Estos experimentos demuestran 

que la concentración de GSH es un factor importantísimo 

en la res is tenc ia del T.cruz i a estas drogas. Las d i f e 

rencias descr i tas en la res is tenc ia de diversas cepas 

del parás i to podría expl icarse en base a sus d i fe rentes 

contenido de g l u t a t i ó n . 

UNDP/WB/WHO/TDR, OEA, FONDECYT C h i l e , DIB. B - 1 S 5 A . 

COMUNICACIONES LIBRES 

REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN GENICA DE LAS 

ISOENZIMAS DE o-AMILASA DE SEMILLAS DE Arauca

ria araucana (Mol.)Koch, MEDIADA POR ACIDO GIBE-

RELÍCCT fRegulation of the genetic expresslon of 

the a-amylase isoenzymes of Araucaria araucana 

(Mol.)Koch,seeds by glbberelllc acid) Acevedo,E 

y Cardemll,L. Dep.de Biología, Fac.de Ciencias, 

U. de Chile. 

La enzima a-amilasa obtenida de semillas de 

Araucaria araucana presenta 6 isoformas. Las 

isoenzimas han sido purificadas. Los pasos de 

purificación incluye tratamiento a 70*C, precipi

tación con glicógeno y cromatografía de afinidad 

Sefarosa-CHA. Los pesos moleculares de las 6 iso

enzimas fueron determinados por electroforesis de 

poliacrilamida en SDS. Fraccionamiento a través 

de una columna DEAE-celulosa usando un gradiente 

de 0-0.6 M de NaCl ha permitido separar las dos 

isoformas mayores del resto de las isoenzimas. 

Inhibidores de la sintesis de gibe^elinas 

AMO 1618 y CCC en concentraciones de 10~ M para 

AMO 1618 y 20 mM para CCC, afecta la expresión de 

tres de las 4 isoenzimas presentes en el embrión 

a las 90 hrs. de imbibición. Estas 3 isoenzimas 

están disminuidas cuando el inhibidor es AMO 1618 

y desaparecen completamente cuando el inhibidor 

es CCC. La actividad total de a-amilasa se redu

ce a 37% del control en presencia do CCC. Acido 

giberélico agregado al medio de incubación en se

millas tratadas con CCC, permite la recuperación 

de la actividad amilásica y la expresión de todas 

las formas de la enzima presente a esa edad de la 

plántula. 

PROTEÍNAS TRANSDUCTORAS QUE MEDIAN LA RESPUESTA 

QUIMJ0TACTI CA EN Leptosp i r i 11um -ferroox 1 dans . 

(Transducing p ro te1ns mediat inq the chemotac 1 1 c 

response in L. ferroox i dans) . Acuita, J . 1 Aqu 1 1 1 ón t 

J , C . , Pe i rano. I • y Jerez. C A . Depar tamen to de 

Bioquímica, Facultad de Medic ina, Univers idad de 

C h i l e . 

Hemos descr i to en L. fer roox idans la presencia de 

prote ínas s im i la res a las MCPs de E • c o 1 i , las que 

se met i lan en presencia de N i + 2 y Fe + ^ (a t rayentes) 

y se d e s m e t i l a n en p r e s e n c i a de a s p a r t a t o 

( r e p e l e n t e ) , de acuerdo con el comportamiento 

qu imi otáct ico de 1 as bacter i as -frente a estos 

e-f ec tores. 

En la presente comúnicación estudi amos la pos 1 b 1 e 

homologf a es t ruc tura l entre los receptores de L• 

•ferroox 1 dans y los de E. col i . Para e l l o empleamos 

s i stemas i n v i t ro de me t i 1ac i ón de membranas y 1 a 

técnica de dot y Southern b l o t . Como sonda se 

u t i l i z ó el p lasmidio pAK lOé que contiene el gen tar 

(receptor de aspartato y N i ) de E, col i Determinamos 

que las pro te ínas t ipo MCPs de L. -ferroox i dans se 

modi f icaron post-traduccionalmente en presencia de 

1 as enz i mas met i l t rans fe rasas de E . col i . Medí ante 

dot b lot encontramos que el DNA cromosoma! de L_._ 

•ferroox 1 dans y T . ferroox i dans (fragmentos Eco RI 

de 0 , 0 Kb) h ib r idan con la sonda u t i l i z a d a . 

Nuestros resu l tados indicanla presencia de alguna 

secuencia comp1 ementar ia conservada entre el gen tar 

y el gen que cod i f i ca a los receptores t ipo MCPs 

tanto en L. •ferroox 1 dans como en T. •ferroox i dans y 

sug i eren además la ex is tenc ia de un domin i o c ornan 

en t r e los r e c e p t o r e s de ambos t i p o s de 

m i croorgan i smos. 

(Proyecto DIB B 1580-8755, U. de Chile) 
Financiado por PNUD/UNESCO (CHI 85 /002 ) , FONDECYT 

(723/87 y 88-0074) y Univers idad de Chi le (B.1972-87 

y B2889-8814). 

http://Dep.de
http://Fac.de
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CARACTERIZACIÓN CINÉTICA DE LA B-GALACTOSI DAS A DE ASPER 
GILLUS ORYZAE INMOVILIZADA EN QUITINA. (Chitin-Inmovi-
lized B-galactosidase from Aspergillus oryzae Kinetic 
characterization). Aguirre~C., Curotto E., 5'Reilly S., 
Illanes A., Ruiz A., Zuñiga~R.E. Instituto de Quimica 
y Escuela de Ingeniería Bioquímica. Universidad Cató
lica de Valparaíso. 

Sueros y permeados, subproductos de la elaboración 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 hidrólisis pueden ser utilizados en 
la formulación de alimentos, de dietéticos lácteos y co
mo medio de fermentación en la producción de alcohol. 

El objetivo de este trabajo es la caracterización ci
nética de la B-galactosidasa (E.C.3.2.1.23) inmovilizada 
en quitina-glutaraldehido (EIQ) para obtener posterior
mente un diseño teórico de un reactor enzimático, que 
pueda ser utilizado en un proceso de hidrólisis continua 
de sueros lácteos. Se realiza además un estudio con la 
enzima soluble (E-sol) con fines comparativos. 

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

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

De acuerdo a los resultados la inmovilización de esta 
enzima en quitina-glutaraldehido no afecta mayormente la 
Km (lactosa). La galactosa producto de la hidrólisis in_ 
hibe la reacción 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 

LOCALIZACIÓN Y PROPIEDADES DE UNA ACTIVIDAD PROTEOLITI-
CA NEUTRA EN HÍGADO DE GENYPTERUS MACULATUS "CONGRIO NE_ 
GRO". (Localization and properties of a neutral proteo 
lytic activity from Genypterus maculatus). Ainol L., y 
SSnchez L. Depto. Biología Molecular. Fac. Cs. Biológj_ 
cas y Recursos Naturales. Universidad de Concepción. 

Se ha descrito en células de mamíferos que la pro 
teolisis intracelular ocurre a través de vías lisosomaT 
y no lisosomales. La primera se ha considerado que par
ticipa en la degradación de proteínas de vida media lar
ga, en cambio, la no lisosomal en la degradación de pro
teínas de vida media corta, entre ellas enzimas regulato 
rias. En el presente trabajo se informa de la localiza
ción intracelular y caracterización parcial de una acti
vidad proteolítica no lisosomal en peces a fin de inves
tigar su participación en la degradación específica de 
enzimas. 

Su localización se investigó por centrifugación 
diferencial de un homogeneizado, siguiendo la metódica 
de Casey y Anderson modificada. La actividad fue medida 
mediante la hidrólisis de caseína en presencia de Ditio-
treitol 4.8 mM. En la fracción microsomal se encontró 
una actividad con un pH óptimo de 7.2 y con una purifica^ 
ción 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) y Mg+2 (0.2 mM) y totalmente por urea 3W. 
Mn+ 2 (0.5 mM) y Co+ 2 (1.6 mM) la activan siendo el últi
mo el mejor activador (3 veces) y revierte la acción in-¿_ 
bitoria parcial del EDTA. 

Estos resultados permiten concluir que la frac
ción microsomal de hígado de congrio contiene sistemas 
proteolíticos que podrían estar participando en procesa
miento de proteínas o en regulación de actividades enzi-
máticas. 

Financiado por Proyecto DIC 20.31.20 y FONDECYT. 

MARCACIÓN QUÍMICA DE LA CARBOXIQUINASA FOSFOENOLPIRUVI-
CA DE LEVADURAS CON [8- uC]oATP Y AISLACION DE PEPTIDOS 
RADIACTIVOS. (Chemical modification of yeast phospho -
enolpyruvate carboxykínase with [ 8-1¿*C]0ATP and isola-
tion of radiactive peptides). Araneda, ̂ . , Saavedra,C, 
Jabalquinto, A.M. , y Cardemil, E_. Departamento de Quími 
ca, Universidad de Santiago de Chile. 

La carboxiquinasa fosfoenolpirúvica (PEPCK) de leva
duras cataliza la reacci5n de descarboxilación de oxalo-
acetato en presencia de ATP y M n 2 + para generar PEP.ADP 
y C02- Esta es una importante reacción de la gluconeogjí 
nesis y la enzima ha sido descrita en diversas especies. 
La enzima de S. cerevisiae es un tetrámero, en tanto 
que la de mamíferos y aves es «un monómero, la de plan
tas un hexámero y la de T. cruzi un dímero. En este es
tudio se quiere obtener peptidos del sitio activo de la 
enzima de levaduras, para efectuar comparaciones estruc_ 
turales entre ellas. 

La PEPCK se marco con el reactivo de afinidad 
[8-1¿»C]0ATP (Arch. Biol. Med. Exp. (1987) 20 (2) R-245). 
Se encontró una estequiometría de marcación de 1 mol 
[ 8-14c]0ATP/mol subunidad, con protección casi total de 
la marcación por ADP + PEP. La enzima marcada y carbox^ 
metilada fue digerida con tripsina y los peptidos se re 
solvieron por HPLC con columna RPC-18 en gradiente de 
acetonitrilo, determinándose su radiactividad. La radi
actividad se encontró asociada principalmente a un pép-
tido corto que eluye al comienzo del gradiente. Este 
peptido no se encontró radiactivo en la enzima marcada 
en presencia de los sustratos. 

Ha sido posible marcar por afinidad la PEPCK de S_. 
cerevisiae con [ 8-14c] 0ATP, y se ha encontrado que la 
marca esta asociada casi exclusivamente a un solo pépti 
do tríptico corto, lo que podría dificultar su secuen-
ciación. Se trabaja en la obtención de peptidos obteni
dos por digestión con otras proteasas. 

ENZIMAS DE HONGOS QUE HIDROLIZAN LA PAREO CELU 
LAR VEGETALi EXCRECIÓN Y PROPIEDADES. (Enzymes* 
from fungí that hydrolyze plant cell wall: Ex-
cretion and properties). Aubá. M.; Mettlfogo. 
S.; Pérez. L.M. Depto. de Bioquímica y Biolo-
qla Molecular. Fac. Cs. Qcas. y Farmacéuticas, 
Universidad de Chile. 

Pectinasas y celulasas participan en la de
gradación de los componentes de la pared celu
lar vegetal. Las pectinasas son enzimas indis 
pensables para que hongos patógenos produzcan 
la infección de plantas superiores. Se estudió 
la cinética de excreción .de pectinasa y célula 
sa por Alternarla chlamvdospora y Trichoderma 
aureovirlde f aisladas de cítricos. Ambas espe
cies de hongos secretaron pectinasa a tiempos 
menores en relación a la excreción de celulasa 
y las enzimas mencionadas se indujeron sólo en 
Presencia del sustrato correspondiente. La ci 
nética de excreción coincide con la hidrólisis* 
secuencial de los componentes de la pared celu 
lar. ~ 

Tanto pectinasa como celulasas presentaron 
un pH óptimo en el rango ácido, 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, con* 
una gran estabilidad frente a diferentes facto 
res ambientales, lo que explica la dificultad -

para controlar el efecto de fitopatógenos que 
las excretan, a nivel de campo. 

FINANCIADO POR PROYECTO FONDECYT 9/87 Y 
C 1139-1 INTERNATIONAL FOUNDATION FOR 
SCIENCE. 

Financiado por DICYT-USACH y FONDECYT. 
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INMUN0GL0BUL1NA G F0SF0R1LADA Y ACTIVIDAD SÉRICA DE 
PROTEIN TIROSIN QUINASA EN ENFERMOS CON NEOPLASIA EN 
TRATAMIENTO (Phosphor ilated IgG and serum prote in 
tyrosine kinase activity in patientswith neoplasia 
under treatment). Campos. E.. González . V.. Neno. H.. 
Smi th. C. T,. Bustamante. M.. Vi I a. A.. Klempau. A. E. 
Departamentos de Biología Molecular y de Microbio
logía, Facultad de Ciencias Biológicas y de Recursos 
Naturales, Universidad de Concepción. 
La enzima protein tirosin quinasa (TPK) ha sido aso-
c i ada con la proliferación celular. Oncogenes que 
codifican esta enzima elevan su actividad durante el 
proceso neoplásico. Algunos receptores para factores 
de crecimiento y hormonas fosforilan tirosina. En 
conejos portadores de neoplasia se ha detectado inmu-
noglobulina G fos-for i 1 ada <IgG-P) en tirosina, demos
trándose actividad de TPK circulante. Esto podría 
también ocurrir en humanos. Con el objeto de profun
dizar el conocimiento de la actividad de TPK y esta
blecer un posible método de diagnóstico de neoplasias 
basado en la detección de IgG-P y de la actividad 
sérica de TPK, realizamos un muestreo en el Servicio 
de Oncología del Hospital Guillermo Grant de Con
cepción. Observamos que individuos normales no pre
sentaban IgG-P ni actividad sérica de TPK. De los 
individuos con CA mamario en tratamiento, el 85X pre
sentaba actividad de TPK. De estos pacientes, los 
tratados con radioterap i a (72X) presentaban además 
IgG-P en un 30,8*/ de los casos. Los tratados con 
quimioterapia o cirugía (28/í) no presentaban IgG-P. De 
los pacientes con CA uterino en tratamiento, el 87.5X 
presentaba actividad de TPK. De los pacientes tratados 
con radioterapia (88X), un 12.5X presentaba además 
IgG-P. El 12% restante, tratado con quimioterapia, no 
presentaba IgG-P. Por lo tanto, al menos el 85% de los 
pacientes con estas 2 neoplasias presentaban actividad 
de TPK sérica, ausente en los controles. 
Financiado por Proyecto FONDECYT 8.4/87, Deptos. de 
Biología Molecular y Microbiología, U. de Concepción 

P U R I F I C A C I Ó N DE LA B - L A C T A M A S A DE SklQülla ¿tzx 
YlZli U C S F - 1 2 9 P O R C R O M A T O G R A F Í A DE A F I N I D A D , E-

F E C T O DE * I N D U C T O R E S Y C A T I O N E S D I V A L E N T E S E N SU 

A C T I V I D A D ( P u r i f i c a c i ó n o f g - l a c t a m a s e f r o m 

SkiQ&Zla. ^ e x w e u U C S F - 1 2 9 b y a f f i n i t y c h r o m a t o 
g r a p h y , i n d u c t i o n an d i v a l e n t c a t i o n s (II) 

e f f e c t on enzyraic a c t i v i t y ) . C a m p o s , M . , G o n z á 

l e z , ' H . , A l a r c ó n , M. y G o n z á l e z I. D e p a r t a m e n 

to de Q u í m i c a , F a c u l t a d de C i e n c i a s , U n i v e r s i - -

d a d de C o n c e p c i ó n , C a s i l l a 3-C. C o n c e p c i ó n . 

L a s 8 - 1 a c t a m a s a s c o n s t i t u y e n el m e c a n i s m o de 

r e s i s t e n c i a m a s r e l e v a n t e p a r a l o s a n t i b i ó t i c o s 

8 - l a c t á m i c o s (.penicilinas y c e f a l o s p o r i n a s ) . Es 

v i t a l el e s t u d i o de su c e n t r o a c t i v o q u e p e r m i 

tirá d i s e ñ a r i n h i b i d o r e s a l t a m e n t e e s p e c í f i c o s , 

l o g r á n d o s e su r e c u p e r a c i ó n . E s t o s e s t u d i o s r e 

q u i e r e n de c a n t i d a d e s a p r e c i a b l e s de e n z i m a p u 

r a , p r o v e n i e n t e de Sk¿ge,¿ta ilzxnull U C S F - 1 2 9 

( p r o d u c t o r a de g r a v e s c u a d r o s d i a r r e i c o s ) . Se 

e n s a y a r o n d i f e r e n t e s a n t i b i ó t i c o s c o m o i n d u c t o 

r e s , s i e n d o e x i t o s o la l i n c o m i c i n a q u e a u m e n t o 

la p r o d u c c i ó n y la a c t i v i d a d e s p e c í f i c a en 2,5 

y 3,6 v e c e s , r e s p e c t i v a m e n t e . E s t a e n z i m a per i 

p l á s m i c a y p l a s m i d i a l se p u r i f i c o a t r a v é s de 

c r o m a t o g r a f í a de a f i n i d a d en g e l e s de a g a r o s a - á 

c i d o f e n i l b o r o n i c o ( i n h i b i d o r r e v e r s i b l e ) , la 

a c t i v i d a d e s p e c í f i c a y el r e n d i m i e n t o f u e r o n 

3,8 y 3,7 v e c e s m a y o r , c o n r e s p e c t o a los m é t o 

d o s t r a d i c i o n a l e s . La p r e p a r a c i ó n e r a h o m o g é 

n e a de a c u e r d o a l o s c r i t e r i o s de e l e c t r o f o r e -

sis en g e l e s de p o l i a c r i l a m i d a e i n m u n o d i f us ion. 

Se e s t u d i ó el e f e c t o de los s i g u i e n t e s c a t i o n e s 

d i v a l e n t e s (ImM) , en la e n z i m a p u r a : 'Zn, C a , 

C d , M n , C o , C u , S n , M g , H g . D e s t a c ó s o l o la i n 

h i b i c i ó n de un 7 4 % por Sn ( I I ) . B a s e p a r a f u t u 

ros e s t u d i o s c r i s t a l o g r á f i c o s y r a t i f i c a su e x 

c l u s i ó n de la c l a s e B . 

F i n a n c i a d o p o r P r o y e c t o № 2 0 . 1 3.54 de D . I . 
de la U n i v e r s i d a d de C o n c e p c i ó n . 

STATUS OXIDATIVO EN LA REPERFUSION DE UN TEJIDO DESPUÉS 
DE UNA ISQUEMIA TEMPORAL. (Oxidative status of a 
reperfused. tissue after a temporal ischemla). Campos,R. 
Garrido,A., Guerra,R., Valenzuela,A. Unidad de Bioquí
mica Farmacológica, INTA. U. de Chile. CaBilla 15138, 
Santiago 11, CHILE. 

El daño producido por la reperfusión de un órgano 
sometido a una isquemia temporal, ha sido asociado 
con la iniciación de estrés oxidativo. Enzimas como 
la xantina deshidrogenasa, al ser transformada en 
una oxidasa, formaría radicales libres del oxígeno 
que serían causantes de este estrés oxidativo,. Si 
bien las evidencias morfológicas del daño que se 
produce en un tejido isquémico reperfundido son 
abundantes, la evaluación de parámetros bioquímicos 
es escasa y contradictoria. No existen evidencias 
directas de lipoperoxidación celular como consecuencia 
del daño oxidativo, por lo cual nos propusimos montar 
un modelo de isquemia renal en ratas mediante la 
oclusión durante 60 minutos de la arteria renal 
izquierda y nefrectomizando el riñon derecho al 
momento de reperfundir por 1 ó 2 horas. Se evaluaron 
niveles de glutatión de los homogenizados, lipoperoxi
dación, generación de radicales libres y consumo de oxí_ 
geno del homogenizado y microsofnas. Los resultados 
obtenidos son paradójicos y contrarios a lo planteado 
en la literatura. Los niveles de lipoperoxidación, ge
neración de radicales libres y consumo de oxígeno, 
tanto espontáneo como inducidos por prooxidantes como 
Fe-Ascórbico o NADPH, son mas bajos en los ríñones 
sometidos a isquemia a pesar de la deplesión del 
glutatión que se produce en estos. Esta observación 
se contrapone a las hipótesis planteadas para explicar 
el daño isquémico. Si bien falta por investigar, 
nuestros resultados podrían cambiar el concepto 
actual sobre el uso de drogas antioxidantes en el 
tratamiento de los accidentes isquémicos. 
Financiado por FONDECYT proyecto 174/87. 

RESPUESTA FISIOLÓGICA AL ESTRÉS DE HERIDAS EN SEMILLAS 
DE ARAUCARIA ARAUCANA.(Response to Wounding in Arauca
ria araucana Seeds). Cardemll, L y Riquelme, A. Dep.de 
Biol., Pac. de Ciencias, U. de Chile. 

Semillas de Araucaria araucana responden fisiológica
mente a heridas provocadas por cortes en los tejidos 
de la semilla y plántula, con un aumento de hasta 10 
veces el nivel basal de glicoproteinas ricas en hidro-
xiprolina (HRPG) presentes en la pared celular. El te
jido megagaroetofitico acumula 6 veces mas hidroxíprolí-
na por ug. de proteina que el embrión en esta respuesta 
al estrés. 

Inmunoimpresión de diferentes tejidos presentes en 
semillas y plántulas de k. araucana, realizados con an
ticuerpos policlonales obtenidos contra HRPGs de pared 
celular de raíces de zanahoria o cubiertas de semillas 
de soja, sugiere que la respuesta se debe a un aumento 
de proteínas similares presentes en paredes celulares 
de zanahoria y de soja. 

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

Las proteínas de paredes celulares de semillas y plan 
tulas de_A. araucana se expresan diferencialmente durante 
el desarrollo y su grado de expresión es especifica 
respecto al tejido involucrado en el estrés. (Proyecto 
FONDECYT 0160). 

http://Dep.de
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EFECTO DEL SHOCK TERMICO Y DE PH SOBRE LA EXPRESIÓN 
GENICA DE THIOBACILLÜS FERROQXIDANS. (E f fec t of heat 
and pH shock upon genetic expression of T . 
ferroox i dans ) . Chamorro. D . . Pe i rano. I . . Arredondo. 
R. y Jerez . C.A. Departamento de Bioquímica, 
Facul tad de Medic ina, Univers idad de C h i l e . 

Las bacter ias regulan rápidamente su expresión 
génica en respuesta a cambios externos mediante 
redes regul ator i as , las que -frente a un s t ress 
ambiental reducen la s fn tes i s normal de l i s 
protefnas ce lu la res y provocan la sobreproducción de 
un grupo de pro te ínas conocidas como proteínas del 
s t r ess . Hemos estudiado la respuesta al shock 
térmico y de pH en el Th i obac i l l u s fe r roox idans . Las 
bacter ias se c r e c i e r o n e n presencia de Ñ a ^ ^ t ^ X 
los productos rad iac t i vos s in te t i zados en respuesta 
a l o s d i f e r e n t e s s t r e s s se a n a l i z a r o n por 
e 1 ec t r o f o r e s i s en g e l e s de pol i acr i 1 am i da y 
f 1 uorograf í a, 

Al t r a n s f e r i r las bacter ias de 30° a 4 1 ° , éstas 
disminuyeron la s fn tes i s de proteínas^ y aumentaron 
la de un grupo de protefnas del shock térmico. 
Frente a un cambio de pH ( 1,5 a 3 ,5) se observó la 
s fn tes i s de una gran cant idad de una protefna de 35 
KDa. En cambio, al d isminui r el pH de 3,5 a 1,5, no 
só lo se e l iminó la inducción de la protefna de 35 
KDa, s ino que se provocó además una respuesta 
s im i la r a la del shock térmico. 

Nuestros resu1tados sugieren que algunos de estos 
conponentes de la respuesta al s t ress estudiado son 
parte de la membrana externa y que los cambios en su 
e x p r e s i ó n pueden c o n s t i t u i r , como en o t r o s 
organismos, parte de la barrera defensiva contra 
var iac iones en el medio ambiente l o c a l . 

Financiado por PNUD/UNESCO (CHI 85 /002 ) , FONDECYT 
(723/87 y 88-0074) y Univers idad de Chi le <B.1972-87 
y B2889-B814). 

SESQUITERPENO CICLASA DE FLAVEDO DE LIMÓN• 
(Sesquiterpene cyclase from lemmon rind). 
Chayet. L. y Brown, G. Depto. de Bioquímica y 
Bioloqia Molecular, Fac. Cs. Ocas, y Farmacéu
ticas. Universidad de Chile. 

Hay unos 200 sesquiterpenes, se piensa s o for_ 
man por ciclación de farnesilpirofosfato (FPP)7 
pero muy pocos sistemas libres de células han 
sido descritos que lo hacían, y no hay informa
ción sobre las ciclasas mismas. 

En un extracto de flavedo de limón se ensaya 
sesquiterpene ciclasa con FPP tritiado como 
sustrato. Los hidrocarburos sesquiterpénicos 
son constituyentes menores de aceites escencia 
les. Los productos generados, alcoholes prove* 
nientes de la acción de fosfatasa e hidrocarbu 
ros de interés, se extraen del medio de reac
ción por partición en hexano y luego se sepa
ran por absorción en ácido silícico. 

La partición 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 M n + 2 que M g + 2 , pues mejora la re 
laciÓn fosfatasa-ciclasa. La Km aparente para* 
farnesilpirofosfato es 0,9 uM. 

Se intenta purificar la enzima por precipita 
ción con PEG, con resultados de rendimiento y 
purificación variable. La metódica permite lio 
filizar y estabilizar así la materia prima. 

La C 1 5 ciclasa forma a partir de trans-farne 
silpirofosfato, 54% de hidrocarburo que co-crcT 
Patografía con valenceno y 21% con cariofileno. 
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. 

DETERMINACIÓN DEL P.M. DE LA ALDEHIDO-NAD-OXIDCREDUC-
TASA (E.C. 1 . 2 . 1 , 3 ) DE SNC DE MA.G. RATS" EN GELES NA 
TIVOS DE POLIACRILAMIDA. (Molecular Weight detprmina-
t i o n of aldehyde-NAD-oxidoreductase in "A.G. rata" 
SNC by Polyacrylanide GelB Electrophcresis). Egana.E.? 
Grez, P. 4 Kamirea, M.T. Universidad de Chile-Facul
tad de Medicinaj Instituto dp Mpdicina Experimental -
Laboratorio de Neuroquímica - Santiago 7 - Chile. 
Los estudios realizados en hígado de rata y humano re 
velan la presencia de a lo menos cuatro iBOenzimas de 
la A1DH, las cuales difieren en su origen, Km y movi
lidad electroforática entre otros parámetros. Las más 
importantes de estas l s o e n E i m a s , E2 y Ei también han 
sido detectadas en SNC de rata en áreas tales como 
corteza, centros subcortioales y cerebelo. Cada una 
de ellas, presentan subunidades con un P.M. aproi. de 
34,000 daltons. Sin embargo estas subunidades d i f i e 
ren en su estructura primaria, lo que determina una 
alteración en el patrón hidrofcTbico, explicando así 
el porque" las subunidades de las diferentes isoenzi-
mas no forman estructura» tetramétricas. Nos interesó* 
conocer la distribución de esta enzima e isoenzimas 
en las diferentes áreas d e l SNC Normal y de cepas "A. 
G. rata" (alcoholismo permanente y generacional) y 
posteriormente determinar mediante la electroforesis 
el P.M. de l a s formas moleculares que se encontraron. 
Ratas adultas albino Vistarc*j9-de los grupos Normal 
(Control). "A.G./25" y "A.O./HoO". Se estudió* en SNC, 
4 áreas 1 corteza cerebral, hipotálamo, cerebelo y me-
sencéYalo. Electroforesis d e l sobrenadante de 20,000 
x g de cada una de las 4 áreas mencionadas. Se enoon 
tro que existían 3 estructuras moleculares en l o s gru 
pos experimentales estudiados. Dos de estas se hallan 
distribuidas en forma irregular entre l o s grupos. La 
3 a estructura (P.M. 52,000) estuvo presente en todos 
l o s grupos y en ambos sexos, lo que nos hace presumir 
que esta última oonstituye la mínima subunidad catali_ 
ticamente activa de la A1DH. 

SECUENCIACIÓN PARCIAL DE UN OPERON RIBOSOMAL 
DE Thiobacillus fmrrooxidmns. IDENTIFICACIÓN 
DEL GEN 5S. (Partí al sequencing o-f a 
Thiobacil las fer r ooxidaris ribosornal operan. 
Identification of the 5S gene.) FIores,H., 
Sánchez.H., Hevia. E • y Venegas VA¡ Dnidad de 
Microbiología y Genét i ca Molecular. Facultad 
de Ci enei as Bi alógi cas, Uní versi dad 
Católi ca Casi lia 114-D, Sant iago. 

El operen r i bosornal bacteriano es una 
uní dad transcri peí onal compleja que cont i ene 
los genes de los RNA ribosornales dispuestos 
col inealmente en el orden 16S, 23S y 5S. Los 
RNAs ri bosornales se obt i enen a par ti r de un 
precursor único que es sometido a un 
procesamiento secuencial especifico que 
remueve las secuencias e s p a d a d o r a s . Algunos 
operones ribosornales, 11picamente 1 os de E. 
coi i, contienen 2 genes de tRNAs en la región 
e s p a d a d o r a de los genes de 16S y 23S, y 1 a 
2 genes de tRNAs en el extremo 3' final del 
operón. En otras bacterias la distribución de 
los genes de tRNA en los espaciadores es 
variable y pueden estar ausentes. Esta 
característica de variabilidad puede 
utilizarse para la identificación de un 
determinado microorganismo mediante uso de 
sondas aspeeif i cas. 

Con el fin de caracterizar esto a nivel de 
secuenci a nuc 1 eot Id i ca del operón de 7', 
ferrooxidans, se ha clonado parcialmente un 
operón y se lo ha analizado mediante enzimas 
de restricción, hibridación Southern y 
secuenciación parcial mediante el método de 
Sanger. 

Se ha identificada el gen de RNA 5S y una 
seÑal de terminación de la transcripción que 
excluyen la presencia de genes de tRNA en el 
extremo 3'. No obstante, existen dos genes de 
tRNA entre los genes de RNA de 16S y 23S. Se 
di scute 1 a posi bi1 i dad de usar estas 
características para la identificación de 
cepas de T. ferrooxidans. 

Fi nanci ado por proyecto PNUD/ONUDI 
CHIB5/002. 
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t-BUTI L-íf-H I DROX IAN ISOL (BHA) INHIBE LA RESPIRACIÓN DE CE 

LULAS TUMORALES ( t -Bu ty1 -4 -hydroxyan¡so lé (BHA) inh ib i t 

the resp i rat ion of t umoral ce 1 1 s ) . Fones , E. ,Am j go ,A. ,Galle 

gos ,K . ,Gue r re ro ,A . ,Ga l 1 ardo , J . yFer re i r a , J . Departamentos 

de Bioquímica y Medicina Experimenta1 ,Facu1tad de Med ¡ c_|_ 

na ,Un¡vers¡dad de Ch¡ le .Cas¡ 11 a 70086 Santiago 7, C h i l e , 

BHA se ha usado ampliamente como ad i t i vo ant iox idante en 

alimentos por más de 20años ,por su muy baja toxi с ¡dad. Por 

o t ro lado.se ha demostrado que BHA es un i nhibidor muy ver_ 

sa'ti l de neoplasias inducidas por una amplia variedad de 

agentes carcinogéni eos,pos¡blemente porque aumenta las a£ 

t iv idades de var ias enzimas que metabolizan xenobiót i eos: 

glutat io 'n S- t ransferasa ,NAD (P) H quínona reductasa ,NADPH 

ox i dasa,epox ih idrolasa,UDPG-glucuron i 11 ransferasa , entre 

otras.Rec¡entemente,se ha demostrado que BHA reduce la in_ 

cidencia de h iperp las ias del estómago e Inhibe el c r e c i 

miento de var ias l íneas de célu las tumorales de humanos 

en c u l t i v o . 

Debido a la complejidad de la respuesta a BHA,es d i f í c i l 

establecer cuál de las a l terac iones bioquímicas (o qué 

combi пас iones)estan relacionadas con su acción tóxica a-
parente sobre células tumorales. 
Los estudios se real izaronen dos líneas de cél u 1 as tumorales 
de ratón:786 Ay ТАЗ.BHA Inh ib ió el crecimiento de c u l t i 
vos en medio l íqu ido de ambas líneas cel ula res y es ta i nh i 
b ic ión es dependiente de su concentración.La resp i rac ión 
ce lu lar también fue inh ib ida por BHA:50% entre 0.45 y 
0.58 mM y 90% alrededor de 0. 8mM ,tanto en presenc i a como en 
ausencia de СССР;sugir¡endo que BHA inhibe el t ransporte 

de electrones de la cadena resp i ra to r i a mitocondri a 1 . De 

los estudios de los cambios de los estados redox en estado 

estacionar io de los componentes de la cadena resp i ra to r i a 

NAD(P)y cítocromos Ь,с y a 3 . s e observó que se reduce NAD 

(P)y todos los cítocromos se oxidaron en presencia de BHA, 

indicando que su acción i n h i b i t o r i a es en el segmento 

NAD -c ¡ tocromo b. Este efecto es muy s im i la r al previamer^ 

te encontrado en algunos tr ipanosomatideos. 

Financiado por FONDECYT, Proyecto № *»7/87 

EFECTO PROTECTOR DEL FLAVONOIDE SILYBINA EN LA DEPLE-
CION DE GLUTATIÓN PRODUCIDA POR ACETAMIN0FEN0 EN 
HEPAT0CIT0S AISLADOS DE RATA: EVENTUAL COMPORTAMIENTO 
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.. Valenzuela.A. Uni
dad de Bioquímica Farmacológica. INTA. Universidad 
de Chile. Casilla 15138, Santiago 11. CHILE. 

La silybina (syl) es un flavonoide utilizado 
en diversas hepatopatías. Su mecanismo de acción 
no está claro aunque se postula un efecto estabi1 izante 
de membranas y una acción antioxidante. Nuestro 
grupo ha caracterizado algunas propiedades bioquímicas 
de syl, en especial aquellas que se refieren a su 
efecto protector en la depleción hepática de glutatión 
(GSH) producida por el etanol y la fenilhidrazina. 
£1 acetaminofeno (ACP) es un analgésico que en condi
ciones de sobre dosis es un hepatotóxico, produciendo 
una depleción de GSH hepático y una necrosis irreversi
ble. Los hepatocitos aislados constituyen un modelo 
para el estudio del efecto de xenobióticos y de 
hepatoprotectores. La syl protege a los hepatocitos 
de la depleción de GSH producida por el ACP, y también 
protege a estas células de la lipoperoxidación (LP) 
espontánea. El ACP, en nuestras condiciones experimenta 
les no induce LP, sino presenta un carácter antioxidan
te que potencia el de syl. Esta observación difiere 
de aquellas de otros autores que postulan para ACP 
un carácter prooxidante. Experimentos in vivo muestran 
un efecto de syl similar al observado en hepatocitos 
pero con ACP la situación es diferente. El fármaco 
produce LP después de 24 horas de acción y que es 
inhibida por el flavonoide. No se descarta la posibili
dad que ACP sea un antioxidante. La LP in vivo sería 
consecuencia del daño bioquímico y de la necrosis 
tisular ya que a las 24 hrs. de intoxicación no 
habría ACP libre ni tampoco biotransformado. 
Financiado por DTI. U. de Chile, Dr. Madaus (Alemania) 
y FONDECYT 174/87. 

RESPUESTA FISIOLÓGICA AL TRATAMIENTO TÉRMICO DE LOS 
TEJIDOS DE SEMILLAS Y PLÁNTULAS DE ARAUCARIA ARAUCANA 
(MOL.)KOCH. (Heat Shock Response of Seed and Seedling 
Tissues of Araucaria araucana (Mol.)Kocn. Goycoolea, C 
y Cardemil, L̂ . Dep. de Biol.,Fac. de Ciencias, U. de 
Chile. 

Tejidos de semillas y plántulas de Araucaria araucana 
fueron sometidos por diferentes períodos de tiempo a 
temperaturas de 32°, 36°, 40°, 44 °y 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 plántulas. 

En semillas, el tejido mas resistente a altas tempe
raturas es el tejido megagametofítico, seguido por el 
eje embrionario y por los cotiledones que son los mas 
sensibles al estrés térmico. Las plántulas son mucho 
mas sensibles que los tejidos de las semillas, ya que 
mueren después de 30 minutos de ser tratadas a 44 0 C. 
Las temperaturas de 4 0 0 y 36 0 C fueron definidas como 
subletales. 

Análisis por fluorografía de las proteínas sometidas 
a electroforesis en geles de SDS poliacrilamila y que 
fueron sintetizadas jurante dos horas de estrés térmi
co, en presencia de S-metionina, muestra la presencia 
de 7 nuevas bandas de proteínas que no están presentes 
a 28° C, siendo la temperatura óptima de acumulación 
do ellas 3 6 0 C y el período de síntesis máxima de 2-3 
horas después de iniciado el estrés a esta temperatura. 
A 3 6 0 C la plántula adquiere termotolerancia. 

Hibridización Norte cĵ l RNA total extraído 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 óptimo de acumulación a 36° C. 
(Proyecto FONDECYT 0160). 

SECRECIÓN DEL ÓRGANO SUBCOÍ11 SURAL : ANÁLISIS 
IN SITU E IN VITPO- (Secretion of the 
subcommissural organ: i_n situ and i_n vitro 
analysis) . He i n . S • y Rodr i ̂uez., E .M • 
Instituto de Histología y Patología, 
Facultad de Medi c i na, Un i versidad Aust ral 
de Chile. 

La actividad secretoria del órgano subcomi-
sura1 (OSC) está demost rada, desconoc i en
dose , sin embargo, la composición de su 
secreción¡ al menos parte de ella es 1 i be-
rada al III ventrículo en donde se condensa 
formando la f ibra de Re issner (FR >. 

El uso de lectinas (Con A, LFA, RCA, WGA), 
de glicosidasas específicas y de técnicas 
i nmunoquí mi cas ap1 i cadas a cortes histoló-
gicos y a extractos de OSC y FR (transferi
dos a ni troceluíosa después de electrofore
sis en ge 1 es de po1iacri1ami da-SDS), per-
mi t ieron anal izar la secreción del OSC de 
bovino, i_n s i t u e i_n v i tro • 

Las observac i ones real i zadas sugieren: 1 ) 
que la secreción 1iberada al ventrículo 
está constituí da por varias glicoproteí ñas 
y por una prote í na no glieosi 1ada; 2 ) 1 a 
presenc i a de formas precursoras, las cuales 
son sintet i zadas y almacenadas en el RER y 
procesadas durante el transporte hacia el 
polo apical de la célula; 3) lasglicopro-
teínas presentes en los granulos secreto
rios y FR corresponderían a las formas 
procesadas cuyos o 1ígasacári dos están uni
dos por un i ón tipo N y 4) algunas glicopro-
teíñas serían 1 iberadas al ventrículo desde 
cisternas del RER. Financiado por DID-UACh, 
proyecto S-85-39 y por Stiftung Volkswagen-
werk, 1/63 476. 

http://lado.se
http://a3.se
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EFECTO DE PALMITOIL-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. 
Biología Celular, Fac. Cs.Biológicas P.U. Católica. 

Proteina Kinasa C (PKC) es una enzima dependiente de 
fosfolipidos y calcio. La presencia de diacilglicerol 
aumenta su afinidad por calcio llevando la enzima a su 
actividad máxima. Recientemente hemos descrito que los 
acil-CoA de cadena larga potencian la actividad de PKC 
(1). Esta potenciación solo se observa en presencia de 
fosfolipidos, calcio y diacilglicerol (DAG), es decir 
cuando la enzima se encuentra en su máximo 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 
determinó en dos tipos de ensayo:a)PS y DAG sonicados y 
blmiscelas mixtas de Tritón X-100.PS y DAG. La 
actividad de PKC, a concentraciones crecientes de DAG, 
da una curva hiperbólica. La adición 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 disminución en el 
valor de K0.5, y además una disminución en el número 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 af inidad por 
fosfolipidos. 
Financiado: DIUC 82/86 y Fondecyt. 0390-88 
(1) Biochem.Biophys. Res. Comm. 152 (3), 987-992, 1988 

IDEITIFICACIOH T LOCALIZACIOH DEL RECEPTOR DE ECF E > 
G L Á N D U L A S GÁSTRICAS DE R A T A . ( ldeat I í i c*Uon and 
locaHzation af tne EGF receptor in rat gastrlc g lands ) Holuig-je 
L , lútea F , López E . Oreuana A., Ercrctrnan M , Garrido T y g o n z a l e : A 
Fac. Ciencias Biológicas y Fac Medic ina , P Univers idad Católica de d i l l e 

El efecto más conocido del EGF, y menos explorado en 
su mecanismo, sobre células altamente diferenciadas que 
probablemente no se dividen, es una inhibición de la 
secreción gástrica de HC1 y de pepsinógeno. Las acciones de 
esta hormona peptídica se han estudiado casi 
exclusivamente en relación a los mecanismos que controlan 
la proliferación y diferenciación celular, siendo en ellos 
importantes.a) la presencia en la superficie celular de un 
receptor específico, de transmembrana, que en su dominio 
citoplásmico posee una actividad tirosina kinasa 
estimulable por EGF desde el exterior, y b) la fosforilación 
de este receptor inducida por el propio EGF y por 
reguladores de la proteína kinasa C 

En el sistema gástrico, no hay información sobre 
receptores de EGF y tampoco sobre los posibles eventos 
bioquímicos que éste gatilla, que podrían ser comunes con 
los involucrados en el efecto mitogénico de esta hormona. 
Como primera aproximación al problema, purificamos el 
receptor de EGF de hígado de rata y obtuvimos anticuerpos 
que nos han permitido identificarlo medíante técnicas de 
inmunoblot, inmunoprecipitación e inmunocítoquímica 
Mostraremos aquí la presencia de estos receptores en 
fracciones de membrana de glándulas gástricas aisladas, el 
tipo de células que lo poseen, su fosforilación dependiente 
de su interacción con EGF y las posibles relaciones 
funcionales con la proteína kinasa C . 

EXISTENCIA DE APIRASA EN BACTERIAS. (Existence 
of apyrase in Bacteria). Kettlun, A.M.; Ale
gría, P.;cotorSs, D.; Rojas, J.) Valenzuela, 
M.A.) Mancilla, M. y Traverso-Cori, A. Depto. 
de Bioquímica y Biología Molecular. Fac. de Cs. 
Ocas, y Farmacéuticas. Universidad de Chile. 

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

Se estandarizó el medio de cultivo (sin fos
fato) y las mejores condiciones de extracción 
de la apirasa respecto a pH, tratamiento con 
lisozima y tiempo de sonicación. 

Las bacterias Gram positivas , sobre todo 
las del género Bacillus, tienen actividad api-
rásica tanto en la tracción particulada como 
en la soluble (en la que es más abundante). 

La distribución de la apirasa en las bacte
rias Gram negativas varia según la especie. 
Entre ellas E. coli es la que presenta la ma
yor actividad" apirasica. Cabe hacer notar que 
entre los microorganismos explorados Pseudomo-
nas aeruginosa resultó ser el tínico que excre
ta cantidades detectables de apirasa al medio 
de cultivo. 

Para suprimir la acción de otras enzimas in-
terferentes se usó Inhibidores como F~ (foafo-
monoesterasa) y ApSA (adenilatoquinasa). Se 
determinaron algunos parámetros bioquímicos de 
la apirasa obtenida en la fracción soluble de 
Bacillus s p. N« 10. 

FINANCIADO POR PROYECTO FONDECYT N'49 (1987). 

Acción de las encefalinas sobre la glándula mamaria en 
lactancia. (Enkephalin actions in lactating rat mammary 
gland)*. 
Lavandero, S.,** Conde, I:., Puente, J. y Sapag-Hagar, H. 
Dpto. Bioquímica y Biología Molecular. Facultad de Cien 
cias Químicas y Farmacéuticas. Universidad de Chile. 

F] A № cíclico es un importante inhibidor de la lacto 
génesis, siendo sus niveles en la glándula mamaria ele
vados en la preñez y muy bajos en la lactancia, descono 
ciéndose los mecanismos íntimos que producen estos cam
bios . 

Algunas encefalinas hacen bajar los niveles intrace-
lulares de AMP cíclico y varios de estos peptidos han 
sido detectados en la leche materna, por la que podrían 
ejercer algún papel regulador en la lactogénesis. 

F.n este trabajo se informa el resultado de los estu
dios in vi tro del efecto de metionina y leucina encefa 
lina sobre la secreción de leche en explantes de glándu 
la mamaria en lactancia y la acción de estos peptidos 
sobre los niveles mtracelulares de AMP cíclico, como 
también sus sitios de unión al tejido mamario. 

Los resultados mostraron que no hay cambios signifi
cativos en dichos niveles ni en la secreción evaluada 
como lactosa y actividad ^|-glutami ltranspcpt idasa , así 
como tampoco ninguna respuesta funcional mamaria media
da por los receptores ¿ de las encefalinas. 

La estimulación de los receptores opioides M con mor 
fina, no hizo variar tampoco los niveles básales de Mi' 
cíclico o los estimulados por toxina del cólera. A] in 
vestigar directamente la presencia de receptores mama- -

ríos para encefalinas estos no se encontraron, todo lo 
cual sugiere que la glándula mamaria en lactancia no 
responde a la acción de estos peptidos. 

* Proyectos Fondecyt 8 8 - 0 8 7 2 / 0 8 7 4 y i n ' l B - 2 1 K ) - R 8 4 4 . 
Universidad de Chile. 

** Sl.C es un becado de Fundación Andes. 
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BÚSQUEDA Y CARACTERIZACIÓN DE PROMOTORES DE 
TRANSCRIPCIÓN EN ThiobmcilluM s p .(Isolation 
and characterization o-f transcription 
promoter* from Thiobaci 1lus sp.) Metz,C.. 
Sánchez ,H.• Hevia.E. y Venegas.A. Dnrdad de 
MicrobioTgia y Genftica Molecular. Facultad 
de Ciencias Biológicas, 
Universidad Católica Casilla 114-D, Santiago. 

Los tiobacilos acide-filos representan una 
i nteresante alternat i va en el proceso de 
1 ixi vi ación de minerales. Desarrollar un 
sistema de manipulación genética en estos 
microorganismos, es un paso importante para 
1ograr un mejoramiento del proceso de 
biolixiviación. Para esto es necesar i o 
disponer de un vector apropiado, el cual 
deberá contener un origen de replicación, un 
marcador genético y un promotor de 
transcripción que sean funcionales en el 
microorganismo a manipular. 

Para la búsqueda de promotores utilizamos 
el vector pKK232-8. Dicho vector posee el gen 
para la cloranfeni col aceti1 transferasa 
(CAT), el cual por construcción, carece de 
promotor propio. Hemos aislado promotores de 
transcripción de Thiobaci1lus acidophilus a 
partir de DNA cromosoma1, y de un plásmido 
críptico de 1. ferrooxidans. La secuencia de 
bases ha sido determinada de acuerdo a Sanger 
y se ha estudiado la expresión de dichos 
promotores in vivo, determinando la actividad 
CAT en E. col i HB101. 

Con el fin de estudiar 1 a 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 construcción de vectores. 

Financi ado por proyecto PNUD/ONUDI 
CHI85/002. 

CARACTERIZACIÓN CINÉTICA Y SUBCELULAR DE LA ACTIVIDAD 
y-GLUTAMILTRANSPEPTIDASA EN T. CRUZI. 

Moneada, C , Kepetto, Y . , González, J . , L e t e l i e r , M .E . , 
Aldunate, J . More l l o , A. Departamento de Química Farma 
cológica y Toxico1óg¡ca , Facultad de Ciencias Químicas 
y Farmacéuticas, Departamento de Bioquímica, y Depart£ 
mentó de B io l og ía , Facultad de Medicina. Universidad de 
C h i l e . 

Nos ha parecido de gran interés la caracter izac ión de 
•y-GTP en T. cruz í , ya que esta enzima comanda la degrada^ 
ción del GSH, el cual representar ía uno de los mecanis
mos más importantes, para la destoxi cae ión de radicales 
l ib res y metabol¡tos reducidos del oxígeno producidos 
por el metabolismo del huésped y por las drogas que se 
usan en la actual idad contra la enfermedad de Chagas. 
La act iv idad enzimática se encontró en la f racción c i to 
só l ica determinándose su act iv idad de transpept¡dación 
espectrofotométr¡camente, u t i l i z ando diversos aminoáci
dos y d ipépt ¡dos. 

Los resultados evidencian una clara d i fe renc ia entre la 
enzima del parás i to y la de mamíferos en su e f i c i enc ia 
como aceptores del grupo y -g lu tami lo . Así por ejemplo 
L-glutamina un buen aceptor para la enzima de mamífe
ros , resu l tó ser inh ib idor en la enzima de T.cruz i. Esto 
nos l leva a pensar que la función de esta enzima en el 
parás i to ser ía eminentemente h i d r o l í t i c a y su participa_ 
ción en fenómenos de transporte ser ía de menor importan 
c ia . Esto concuerda en parte con lo encontrado por mi
croscopía e lect rón ica de t ransmis ión, rea l izada con el 
objeto de caracter izar subce1ulármente esta ac t i v i dad , 
ya que resu l tó estar tanto l i b re en el citoplasma como 
en unos organelos subcelula res , cuyas caracter ís t icas 
están aún en es tud io . 

Creemos que la mejor comprensión de los eventos relacio_ 
nados con la s ín tes is y degradación del GSH, podrán o-
r ientarnos hacia una terap ia más racional de la enfer 
medad de Chagas. 

Financiado por : UNDP/WB/WHO/TDR, OEA, FONDECYT C h i l e , 
DIB B - 1 8 5 ^ . -

DESCARBOXILASA DIFOSFOMEVALÓN ICA DE HÍGADO DE 
RATA: EVIDENCIA DE ACTIVIDAD CATALÍTICA DE LA 
ESPECIE MONOMERICA. (Rat liver mevalonate 
diphosphate decarboxylase: Evidence of cataly-
tic activity of the monomeric species). Muñoz , 
Q_. , C ar d emi 1 . E_. y Jaba 1 quinto. A . M . Departa
mento de Química, Facultad de Ciencia, üniversi 
dad de Santiago de Chile. 

La descarboxi 1 asa difosforneva 1onica catali
za la reacción entre MgATP2- y mevalonato-5-di-
fosfato para formar isopentenildifosfato, ADP, 
Pi y C02. Se ha informado que las enzimas obte 
nídas de hígado de pollo e hígado de cerdo son 
dxmeros de PM. 85.400 y 88.000, respectivamen
te , mientras que la enzima de hígado de rata 
sería un tetrámero de PM 126.000. 

Utilizando una preparación parcialmete pu
rificada de hígado de rata hemos realizado un 
reestudio del PM de la descarboxilasa difosfo-
mevalónica mediante filtración en gel e inacti 
vación por radiación. Se irradió la enzima, pre 
viamente liofilizada, con rayos gamma, 

a temperatura ambiente y luego se deter 
minó la actividad enzimática residual mediante 
un ensayo espectrofotométrico. La perdida de la 
actividad enzimática siguió un decaimiento ex
ponencial simple el cual correspondió a un PM 
de 47.300, Por otra parte, se obtuvo un PM de 
89.100 al realizar filtraciones en Sephacryl 
S-200 . 

Estos resultados nos permiten concluir que 
la estructura cuaternaria de la descarboxilasa 
difosforneva 1ónica no varía entre las enzimas 
de hígado de pollo, cerdo y rata. 

Financiado por DICYT-USACH y FONDECYT. Agrade
cemos la valiosa colaboración de la Comisión 
Chilena de Energía Nuclear donde se realizó la 
irradiación. 

EFECTO IN VIVO DE PALMITOIL-CoA Y PALMITOIL-CARNITINA 
EN LA ACTIVIDAD DE PROTEINA KINASA C. (Effect in vivo 
of Palmitoyl-CoA and Palmitoyl-Carnitine in the Protein 
Kinase C Activity). Orellana.A., Loyola,G. Kawada,M. 
Holuigue.L., González,A. y Bronfman.M. Dpto. Biología 
Celular, Fac. Ca. Biológicas, P.U. Católica. 

El interés en el estudio del papel que cumple proteina 
kinasa C (PKC) en regulación celular se ha visto incre
mentado al conocerse que es el receptor de los esteres 
de forból conocidos promotores de tumorigénesis. La 
activación de PKC es ta asoc iada a la deg radac ion de 
fosfatidilinositol, con producción de diacilglicero], 
activador natural de la enzima en presencia de fosfoli-
pidos y calcio . Se ha descrito que moléculas hidrofó-
bicas con carga positiva son inhibidores de la activi
dad de PKC, entre estos se cuenta palmitoil-camitina y 
clorpromazina. Por otro lado, recientemente, utilizando 
PKC purificada a homogeneidad desde cerebro hemos 
demostrado que los acil-CoA de cadena larga modulan la 
activación de PKC por DAG (1), al parecer aumentando la 
afinidad de la enzima por fosfolipidos. En ensayos in 
vitro hemos visto que el efecto de palmitoil-camitina 
en la afinidad por fosfolipidos (fosfatidilserina) es 
opuesto al efecto de palmitoil-CoA. Para analizar este 
fenómeno in vivo se utilizaron plaquetas humanas, en 
las que se ha caracterizado bastante bien la fosforila
ción de una proteina de 40 Kd, dependiente exclusiva
mente de PKC. Los resultados muestran que en presencia 
de esteres de forból, se produce fosforilación de 40 Kd 
la que aumenta cuando las plaquetas se colocan en pre
sencia de palmitoil-CoA y disminuye cuando las plaque
tas se colocan en presencia de palmitoil-camitina. Re
sultados preliminares, utilizando hepatocitos aislados 
y analizando la fosforilación 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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DRGANI2ACI0N Y ESTRUCTURA DE GENES DE rRNA DE 
Thiobacillus ferrooxidans•CDrganization and 
structure of rRNA genes From T. ferrooxidans). 
•rellana •., Salazar, 0., Takamiya, fl, y Gaete, 
L. Depto. de Bioquímica, Facultad de Medicina, 
Universidad de Chile. 

Thiobacillus ferrooxidans es una bacteria 
autotroFica que participa en la biolixiviación 
de cobre . A pesar de la importancia en el 
proceso industrial señalado, se conoce poco 
sobre aspectos de genética molecular de este 
microorganismo. Con el objeto de estudiar en T. 
ferrooxidans la organización y la regulación de 
la expresión génica, estamos analizando la 
estructura y Funcionalidad de los genes de rRNA 
de esta bacteria. Previamente inFormamos de la 
identificacidn y caracterización de cuatro 
plasmidios recombinantes Cdenominados pTR-1, 
E, 3 y 43 que poseen secuencias de rDNA y de la 
presencia de dos operones de rRNA en el 
cromosoma de T. Ferrooxidans. 

En este trabajo, mediante estudios de 
hibridación a sondas de rDNA derivadas del 
plasmidio pTR-3, se construyó un mapa de 
restricción detallado de los dos operones 
identiFicados en el cromosoma bacteriano. Se 
observó similitud en las regiones codificantes 
de los genes y marcadas diferencias en las 
regiones adyacentes a los operones. Al comparar 
el mapa de restricción de un segmento del DNA 
clonado en el plasmidio pTR-1, que posee 
secuencias que hibridan con el rRNA lBs, se 
comprobó que era idéntica al extremo S' 
terminal de uno de los operones identiFicados. 
Este hecho sugiere que el segmento clonado 
podría contener los promotores de dicho operón. 
Actualmente se encuentran en desarrollo 
estudios de la estructura y la Funcionalidad de 
este segmento de DNA. Financ. por FONDECYT, 
PNUD/ONUDI y U. de Chile. 

ACTIVIDAD PROTEOLITICA ACIDICA DE GLÁNDULA DE LEÍBLEIN 
DE Concholepas concholepas. (Acid Proteolytic activity 
from gland of Leiblein of Concholepas c o n c h o l e p a s ) . 0. 
Ponce., A. M a g a ñ a . , L. Carrasco. Departamento de Biolo 
gía Molecular, Facultad de Ciencias Biológicas y de Re
cursos N a t u r a l e s , Universidad de Concepción. 

Concholepas concholepas es un gastrópodo prosobranquio. 
ts un recurso natural exclusivo del océano Pacífico e n 
tre Perú y Chile y representa actualmente el único ejem 
piar viviente en su gén e r o . Se ha descrito la glándula 
de Leiblein asociada al esófago de función desconocida. 

En el presente trabajo se describe el aislamiento, p u r i 
ficación parcial y caracterización de una actividad pro 
teolítica acídica a partir de esta g l á n d u l a . ~~ 

La actividad se midió por el método de Anson utilizando 
hemoglobina como sustrato. Se investigó su ubicación 
por fraccionamiento subcelular y se purificó parcialmen_ 
te por cromatografía en Sephadex G-200. Se estudió su 
estabilidad en función de la temperatura y la acción de 
efe c t o r e s . 

La actividad enzimàtica tiene un pH óptimo de 3.5; se 
ubica en la fracción c i t o s ó l i c a ; es estable a 0 ? C has
ta 12 d í a s ; se pierde e n un 50% a los 100 m i n a 3 7 e C y 
en un 7 4 % a los 100 min a bbqd. es activada por cisteí 
n a , glutation y DTT . Es inhibida por pepsta t í n , un inhj_ 
bidor específico de proteasas acídicas y por mercurio 
II. El contenido enzimàtico por gramo de tejido es de 
10.000 u n i d a d e s . 

De estos resultados se concluye que una función de la 
Glándula de Leiblein es contribuir de manera importante 
en la digestión intracelular de las proteínas de la die 
t a . 
Por la fácil extracción de esta glándula y su alto con
tenido enzimàtico p r o t e o l í t i c o , es interesante la posi
bilidad de considerar su uso industrial. 

Proyecto: 20.31.20 Dirección de Investigación y F0t€ECn 

MARCACIÓN 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) . Quiñones, V., Encinas, M_.V., Jabalquinto, 
A.M. y Cardemil, E_. Departamento de Química, Universi
dad de Santiago de Chile. 

La carboxiquinasa fosfoenolpirGvica (PEPCK) de leva
duras cataliza la reacción de descarboxilación del oxa-
loacetato en presencia de ATP y Mn +^ para generar PEP, 
ADP y C02- Como parte de una investigación dirigida a 
obtener información estructural de la enzima de S_. cere
visiae , se estudia la interacción de la enzima con son
das fluorescentes que puedan ser empleadas en el análi
sis de características fisicoquímicas del sitio de 
unión de los sustratos. 

Se empleó la PEPCK obtenida de S_. cerevisiae S288C, 
la que se hizo reaccionar con N-pirenomaleimida (PIM), 
N-etilmaleimida (NEM) y IAEDANS. En todos los casos se 
obtuvo inactivación de la enzima, con protección de la 
reacción de inactivación por los sustratos. Se determi
nó una estequiometría de unión de 1 mol de PIH/mol de 
subunidad de enzima. El tiempo de decaimiento de la 
fluorescencia del PIM ligado a la enzima es biexponen-
cial con Tp de 59 nseg y 9 nseg, en tanto que el aducto 
sintético PIM-mercaptoetanol presenta un decaimiento mo_ 
noexponencial con Tp = 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
contró que el numero total de grupos -SH que se titulan 
con DTNB 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 
unión de los sustratos), y que la sonda fluorescente 
unida a la proteína sensa distintos microalrededores. 

EFECTO DE GLICEROL SOBRE LA ACTIVACIÓN 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 Bioquímica, Facultad de Ciencias, 

Universidad Austral de Chile. 

La fructosa-l,6-bisfosfatasa es activada 
selectivamente por cationes monovalentes, tales como K 
y NHJ. Se ha postulado que este efecto se debería a la 
inducción de un confórmero de la enzima que presenta 
menor inhibición por exceso de sustrato y mayor 
actividad específica (Hubert et al. (1986) Arch. Biochem. 
Biophys. 250, 336-344). Buscando mejores pruebas para 
esta hipótesis, se planteó caracterizar el efecto de los 
cationes en presencia de glicerol, agente que por su 
acción sobre el potencial químico de la solución puede 
alterar la distribución de estados conformacionales de 
proteínas. 

La activación de la enzima de riñon de cerdo por 
concentraciones variables de cationes monovalentes fue 
afectada por la presencia de glicerol. Para K + , por 
ejemplo, las constantes de semiactivación fueron de 
alrededor de 30 mM y 50 mM en ausencia y presencia de 
glicerol 20% (v/v). La Vmáx de la reacción y la Km de 
la enzima fueron disminuidas en alrededor de 50-60% 
cuando glicerol se aumentó desde 0 a 20%. Asimismo, no 
se observó variación significativa de otros parámetros 
cinéticos. Análisis de espectroscopia diferencial 
ultravioleta y de exposición de un residuo cisteína 
reactivo, muestran que glicerol perturba residuos 
tirosina expuestos y apantalla al grupo tiol. Los 
efectos de glicerol fueron revertidos al disminuir la 
concentración del perturbante por glicerol. 

Se concluye que glicerol estabiliza una 
conformación de la enzima que exhibe mayor aíinidad por 
el sustrato. Se favorece entonces el modelo que la 
activación por cationes monovalentes está acoplada a la 
inducción de un cambio conformacional. 

Financiado por DICYT-USACH y FONDECYT. 
(Proyectos: DIC-UACH, RS-85-26; FONDECYT, 179-87) 
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UÈ TERMINACIÓN 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). Sáez, 
D., Hubert, E. y Slebe, J.C. Instituto de Bioquímica, 

Facultad de Ciencias, Universidad Austral de Chile. 

La fructosa-1,6-bisfosfatasa es un tetràmero que 
posee dos residuos lisina por subunidad, los cuales 
están comprometidos en la interacción de la enzima con 
el inhibidor AMP. La modificación química con cianato, 
en presencia de sustrato, permite diferenciar uno de 
ellos, esencial para la cooperatividad de la enzima 
hacia el nucleótido (Slebe et al. (1983) J. Prot. Chem. 
2, 437-443). En este trabajo caracterizamos 
termodinàmicamente este residuo mediante su modificación 
con cianato* 

Se estudió 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 k0t,s aumentaron entre pH 6,0 y 7,3 
y se observó una leve disminución a pHs mayores de 7,5. 
Esta disminución se correlacionó con un cambio 
con formación al de la enzima, inducido por el pH, que 
elimina gradualmente la cooperatividad hacia el 
nucleótido. Las cinéticas de carbamilación 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 fueron k = 46,5 M~seg_1 y pK = 6,58. 

El valor de pK, inusualmente bajo para un residuo 
lisina, nos llevó a analizar la dependencia de este 
parámetro con la temperatura, no observándose quiebres 
en el intervalo de 17 a 37<>C. El calor de ionización 
obtenido fue de 11,23 Kcal/mol. Este valor de AH y la 
certeza que cianato forma unión covalente sólo con 
lisinas, confirman que el pK obtenido corresponde a un 
residuo lisina, ubicado probablemente en un ambiente 
hidrofóbico. 

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

PROTEOS INTES I S S E L E C T I V A EN EL GRUPO c t -NH 2 DE L I S I N A 

( S e l e c t i v e p r o t e o s y n t h e s i s o n t h e c t - N H 2 g r o u p o f l y s i n e ) 

T e l l o , H . , H e r r e r a , С . e I b á ñ e z , I . 

L a b . d e Q u í m i c a de P r o t e í n a s y A l i m e n t o s , F a c u l t a d de 

Q u í m i c a , P o n t i f i c i a U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a de C h i l e . 

L a s . p r o t e i n a s a s r e a l i z a n t a n t o " ¡ n v i v o " como a 

v e l de 1 abo r a t o r i o l a f u n c i ó n de h i d го 1 i z a r 1 os en 1 a c e s 

p e p t í d i c o s y en e s t a a c c i ó n m u e s t r a n u n a g r a n e s p e c i f i 

c i d a d . E s t a misma e s p e c i f i c i d a d se m a n i f i e s t a a l real_i_ 

z a r " I n v i t r o " e l p r o c e s o de p r o t e o s í n t e s i s q u e es e l 

i n v e r s o a l de h i d r ó l i s i s . P o r t a n t o , es p o s i b l e f o r m a r 

e n l a c e s p e p t í d i c o s e n q u e se e n c u e n t r e i n v o l u c r a d o s ó l o 

e l g r u p o c t -NH 2 de U s i n a , d e j a n d o e l е -ЫНг l i b r e y s u s 

c e p t i b l e de r e a c c i o n a r q u í m i c a m e n t e con o t r a m o l é c u l a . 

Se p r e p a r a t ^ - B o c - t i r o s i na p o r r e a c c i ó n d e l a m i n o á 

c i d o con Boc ON e n d i o x a n o a l 50% y l u e g o l a r e a c c i ó n 

de p r o t e o s í n t e s I s se r e a l i z a d i s o l v i e n d o 0 . 0 2 m o l e s de 

t - B o c - t i r o s i n a en 75 mi de 1 . 4 B u t a n o d i o l a l q u e s e a g r e -

ga 0 . 7 g de a - Q u i m o t r i p s i n a y 0 . 0 6 m o l e s de l i s i n a , 

d i s u e l t o s e n 2 5 mi de b u f f e r a c u o s o T r i s - H C l 0 . 0 5 M > 1 1.e 

v a n d o l u e g o e l pH a 6 . 5 y m a n t e n i e n d o l a m e z c l a e n c o n s 

t a n t e a g i t a c i ó n p o r una semana a 3 7 ° C . Los p r o d u c t o s 

se s e p a r a n p o r c r o m a t o g r a f í a e n DEAE S e p h a d e x . 

Se o b t i e n e e l d i p é p t i d o ^ - B o c - t i r o s i 1-I i s i na con 

e l g r u p o E : - N H 2 l i b r e , d a n d o r e a c c i ó n p o s i t i v a f r e n t e a 

N i n h i d r i n a , en un r e n d i m i e n t o de a p r o x i m a d a m e n t e 6 0 % . 

E s t e s e r á u t i l i z a d o p a r a l a s í n t e s i s q u í m i c a de e - N H 2 

d e r i v a d o s de 1 Is i na , con a c t i v i d a d b i o l ó g i c a , t a l e s c o 

mo , L í s i n o - A l a n i n a y M o l l e r o s i n a , e s t a ú l t i m a c a u s a n t e 

d e l " v ó m i t o n e g r o " en a v e s . 

N u e s t r o s r e s u l t a d o s i n d i c a n q u e l a e n z i m a a - Q u i m o -

t r i p s í n a ha r e a l i z a d o l a f u n c i ó n de p r o t e o s í n t e s i s d e n 

t r o de l a e s p e c i f i c i d a d e s p e r a d a f r e n t e a un r e s i d u o de 

t í r o s i n a y l a f o r m a c i ó n de e n l a c e p e p t í d i c o con e l a -

N H 2 d e l a m i n o á c i d o l i s i n a , s i n p r o t e c c i ó n p r e v i a d e l 

g r u p o e - a m i n o . 

F i n a n c i a d o p o r p r o y e c t o FONDECYT 2 0 4 0 / 8 7 . 

METILACIÓN DEL FACTOR DE ELONGACIÓN EF-Tu DE 
CLOROPLASTOS DE EUGLENA GRACILI S. (Methy la t ion of 
the t h l o rop las t e long»t ion factor EF-Tu from E. 
oraci 1 i s ) . To l t do . H. • v a r o * * . D. y Jerez . C A . 
Departamento dt Bioquímica, Facul tad dt Medic ina, 
Univers idad dt C h i l f . 

El aparato traduceional dt los c lo rop las to * presenta 
muchas ca rac te r í s t i ca * dt t ipo bacter iano, lo que ha 
apoyado la h ipó tes is de un or igen endosimbiót ico 
para este o r g a n i l o . En estudios prev ios encontramos 
que el ribosoma eubacteriano presenta un patrón de 
met i lac ión altamente conservado, y que éste st 
encontrar ía también en los c lo rop las to» . En esta 
comunicación ampliamos los estudios comparativos de 
las modi f icaciones del aparato traduccional al 
factor de e 1ongac ión EF-Tu de c1orop1astos de E. 
oraci 1 i s . 

Los microorganismos se crecieron en presencia de 
met i l ( ^H) met ionina y el producto metí lado se 
ana l i zó mediante inmunoprecipi tac ión con suero ant i 
EF-Tu de E, col i . e l ec t ro fo res i s en geles de 
poi i a c r i 1ami d a , a u t o r r a d i o g r a f f a y p o s t e r i o r 
h i d r ó l i s i s del f ac to r . Para la met i lac ión in v i t r o 
se e m p l e a r o n e x t r a c t o s c r u d o s y 
met i 1 ( 3 H)-S-adenos i Ime t ion i na. 

Es tando p r e s e n t e l a secuenc ia del s i t i o de 
met i lac ión de EF-Tu de E. col i en el factor de 
c lo rop las to * de E. oraci 1 i s . se podr ía predecir la 
met i lac ión dt este ú l t imo. Encontramos que EF-Tu de 
c lo rop las tos es metí lado tanto in v ivo como in 
v i t r o , conteniendo pr incipalmente mono-mtti 1 - 1 i s i n a , 
como en el caso de E. col i . Nuestros resu l tados 
sug i t r tn la ex is tenc ia de meti 1 t rans ferasas en los 
c lo rop las tos y que la modi f icac ión del EF-Tu ser ía 
conservada, apoyando la i dea de un pos i ble or i gen 
bacter iano para t i c l o rop las to . 

GENERACIÓN ENZIMñTICA DE ACIDO DICETOSSUCINICO EN ESTADO 
EXCITADO. 
Villablanca,M. Departamento de Ciencias Biológicas, Uní 
versidad de Talca, Talca, Chile. 

Una emisión débil observada durante la oxidación catali
zada por peroxidasa (HRP) del ácido dihidroxifumarico a 
dihidroxi tartárico es intensificada por la adición de 
detergente, CTAB. La emisión comienza alrededor de 500 
nm siendo máxima cerca de 540 nm. El espectro de emisión 
y excitación de la mezcla de reacción presenta picos a 
545 y 490 nm, respectivamente. La presencia o ausencia 
de oxigeno no altera el espectro. De estos resultados y 
de otros anteriores podemos deducir que (i) el ácido di-
hidroxifumarico es oxidado a ácido dicetosuccinico en un 
estado excitado singlete (ii) durante la catálisis emisi 
va no hay moléculas de agua en el sitio activo de la en
zima (iii) la clorofila es capaz de aceptar energía de 
especies excitadas al estado singlete. 

Este trabajo fue financiado por "Financiadora de Es-
tudos e Proyectos" (Finep, Brasil), el "Conselho Nacio
nal de Desenvolviirento Científico e Tecnológico" (CNPq, 
Brasil) y una beca de postdoctorado de la Fundacao de 
Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo " (FAPESP, Bra
sil) . 

Financiado por Universidad de C h i l e , proyecto 
B.1972.87. 
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