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VII REUNION ANUAL

SOCIEDAD DE BIOLOGIA CELULAR DE CHILE

XVI REUNION ANUAL

SOCIEDAD DE BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR DE CHILE

Jueves 26
10:30 - 12:00
11:30 - 12:00

12:00 - 13:00

13:00 - 14:30

14:30 - 16:00

16:00 - 16:15

16:15 - 17:45

18:00 - 20:00

20:15 - 21:30

21:30

Valdivia, 26 al 28 de Agosto de 1993

RESUMEN DEL PROGRAMA

Inscripcién
Café

CONFERENCIA PROFESOR: OSVALDO CORI

Soberén, X. (Instituto de Biotecnologia, UNAM, México).
Evolucién in vitro de actividad enzimatica mediante mutagénesis
combinatoria.

Almuerzo

COMUNICACIONES LIBRES I:
Regulacién y Control de Metabolismo

COMUNICACIONES LIBRES II:
Mitriz y Adhesién Celular

CAFE

COMUNICACIONES LIBRES III:
Biotecnologfa

COMUNICACIONES LIBRES 1V:
Biomedicina

Avances de Tesis I

FUNDACION CHILENA PARA BIOLOGIA CELULAR
PREMIO A LAS MEJORES TESIS EN PREGRADO Y
POSTGRADO

Cena




Viernes 27

8:00 - 9:00

9:00 - 10:30

10:30 - 11:00

11:00 - 13:00

13:00 - 14:30

14:30 - 16:30

16:00 - 16:30

16:30 - 18:00

18:00 - 18:30

18:30 - 20:30

20:30 - 21:30

21:30

Desayuno
Avances de Tesis 11
Café

INCORPORACIONES Y COMUNICACIONES LIBRES V:
Respuesta Celular a agentes toxicos

INCORPORACIONES Y COMUNICACIONES LIBRES VI:
Biologia Molecular I

Almuerzo

COMUNICACIONES LIBRES VII
Estructura de Proteinas

COMUNICACIONES LIBRES VIII
Desarrollo y Citodiferenciacién

Café

COMUNICACIONES LIBRES IX
Enzimologia

COMUNICACIONES LIBRES X
Mecanismos de Regulacion y Proliferacioén Celular.

Café

SIMPOSIO I: Educacion en la Biologfa

MEDALLA: Dr. Herman Niemeyer F.

HOMENAIJE A CARGO DE LA SOCIEDAD DE BIOQUIMICA
Y BIOLOGIA MOLECULAR DE CHILE.

Cena



Sabado 28

&:00 - 9:00

9:00 - 10:00

10:15 - 10:30

10:30 - 11:30

11:30 - 14:00

Desayuno

COMUNICACIONES LIBRES XI:
Biologfa Molecular 11

COMUNICACIONES LIBRES XII:
Moadificacién Quimica y Expresion de Proteinas

Caié

CONFERENCIA: DR. LUIS IZQUIERDO

HOMENAJE A CARGO DE LA SOCIEDAD DE BIOLOGIA
CELULAR DE CHILE: Dr. José J. Minguell, (Universidad de Chile):
Biologia del Trasplante de médula Osea... y otras emociones.

SIMPQSIO 11
Ciencia, Politica y Medios de Comunicacién
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PROGRAMA

Jueves 26 de Agosto de 1993

12:00

14:30

14:30

14:45

15:00

15:15

1530

15:45

CONFERENCIA PROFESOR OSVALDO CORI

Osuna, I, Flores, H,, Viadiu, H., Munguia, M.E. y Soberén, X. (Instituto de
Biotecnologia, UNAM, México). Evolucién in vitro de actividad enzimatica
mcdiantc mutagénesis combinatoria.

COMUNICACIONES LIBRES 1

Regulacién y Control del Metabolismo
PRESIDENTE: N. Carvajal
SECRETARIO: A. Valenzuela

Garrido, A., Gérate, M., Campos, R., y Valcnzuela, A. (Unidad de Bioquimica
Farmacolégica y Lipidos, Instituto de Nutricién y Tecnologia de los

Alimentos (INTA), Universidad de Chile). Respuesta adaptativa orgénica al
consumo de -dcidos grasos poliinsaturados N-3 de origen marino.

Hidalgo, P., Cdrdcnas, L., Morales, M.N., y Bronfman, M. (Dcpartamento de
Biologia Celular y Molecular, Facultad de Ciencias Biolégicas, P. Universidad
Catdlica de Chile. Mecanismos de inhibicién de proteina quinasa C por
palmitoil-carnitina.

Preller, A., y *Wilson, 1.E. (Departamento de Biologfa, Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile, *Departamento de Bioquimica, Michigan State
University). Localizacién subcclular de hexoquinasas en tcjidos de rata.

Cardenas, M.L. y Cornish-Bowdcn, A. (Laboratoire dec Chimic Bactéricnne,
CNRS, Marsella, Francia).

Incapacidad de la canalizacién de sustratos para disminuir la concentracion de
metabolilos libres.

Carvajal, N., Vega, E, Erices, A., Bustos, D. y Torres, C. (Departamento de
Biologfa Molccular, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad de
Concepcién). Posibles roles de alanopina y octopina deshidrogenasas en el
corazon de concholepas concholepas.

Cornish-Bowden, A. y Hofmeyr, 1.H.S. (Laboratorie dec Chimic Bactérienne,
CNRS, Marsella, Francia y Department of Biochemistry, University of
Stellenbosch, Suddfrica).

Andlisis del control de un sistema metabdlico sin saber las propiedades
cinéticas de las enzimas componentcs.




14:30

14:30

14:45

15:00

15:15

15:30

15:45

16:15

16:15

16:30

COMUNICACIONES LIBRES I1

Mitriz y adhesién Celular
PRESIDENTE: T. Niinez
SECRETARIO: N. C. Inestrosa

Rodriguez, J.P., Carrino,D. y Caplan, A.I. (Unidad de Biologia Celular,
INTA,Universidad de Chile y Skeletal Research Center, Case Western Reserve
University, Cleveland, Ohio, USA). Estudios de estructura -funcién de
proteoglicanos. Caracterizacion de un proteoglicano de dermatan sulfato y su
rol en mincralizacién.

Melo, F. y Brandan, E. (Unidad de Neurobiologfa Molecular, Departamento
de Biologfa Celular y Molecular, Facultad de Ciencias Biolégicas, P.
Universidad Catélica de Chile). El Proteoglican decorina es solubilizado
especilicamente por heparina desde la métriz extracelular de misculo
esquelético de rata.

Conget, P. y Minguell, J.J. (Unidad de Biolog{a Celular, INTA, Universidad de
Chile). Rol adhesivo de proteoglicanes de condroitin sulfato en progenitores
hematopoyéticos.

Castro, A., Tturrieta, J. y Rosemblatt, M. (Departamento de Biologfa, Facultad
de Ciencias, Universidad de Chile). Participacién de los receptores de
adhesién celular en la interaccién de los linfocitos con las células estromales
de los organos linfoides secundarios.

Martinez, J., Santibdficz, J.F. y Silva, S. (Unidad dc Biologfa Celular, INTA,
Universidad de Chile). Plasminégeno y activador del plasminégeno median la
capacidad invasiva de células leucémicas.

Ferniandez, M.S., Araya, M. y Arias, J.L. (Departamento de Ciencias
Biol6gicas Animales, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad de
Chile). Etapas cruciales en la biomineralizacién de la cdscara del hucvo.

COMUNICACION LIBRE IIT

Biotecnologfa
PRESIDENTE: R. Vicuna
SECRETARIO: A.M. Kettlum

Céspedes, R. y Vicufia, R. (Laboratorio de Bioquimica, Facultad de Ciencias
Biol6gicas, P. Universidad Catdlica de Chile). Degradacién de arilglic6sidos
por un consorcio bacteriano.

Larrain, J y Vicuiia, R. (Laboratorio de Bioquimica, Facultad de Ciencias
Biol6gicas, P. Universidad Catdlica de Chile). Sistema Ligninolitico de
Ceriporiopsis subvermispora en fase sélida.



16:45

17:.00

17:15

17:30

16:15

16:15

16:30

16:45

17:00

Lobos, 8., Tapia, J.,, Salas, L. y Vicufia, R. (Laboratorio de Bioquimica,
Facultad de Ciencias Biolégicas, P. Universidad Catélica de Chile).
Componentes del sistema ligninolitico del hongo basidiomicete Ceriporiopsis
subvermispora.

Egana, L, Steiner, J. y Eyzaguirre, J. (Laboratorio de Bioquimica, P.
Universidad Catélica de Chile y Laboratorio de Microbiologfa, Facultad de
Cicencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile). Acetil esterasas y
acctil xilano esterasas de Penicillium purpurogenum.

Aguirre, C., Nazal, A, Dur-n, N., Sposito, E. y Curotto, E. (Laboratorio de
Bioguimica, Universidad Catdlica de Valparaiso, Chile ¢ Instituto de Quimica,
UNICAMP, Brasil). Produccién y Estabilizacion dc Beta-xilanasas
extracelulares de Aspergillus cervinus 2M1.,

Elizalde, J.J., Juica, F., Jamett, A., Aguayo, J., Leal, 1., Yudelevich, A., De
Ioannes, A E., Becker, M.1. (Bios Chile Ingenicria Genética S.A , P.
Universidad Catélica de Chile y Pesquera Ventisqueros S.A). Estudio de la
respucsta inmune humoral de salmonideos contra el agente causal del sindrome
del salmén coho.

COMUNICACIONES LIBRES 1V

Biomedicina
PRESIDENTE: J. J. Minguell
SECRETARIO: J.L. Arias

Leighton, F., Artcaga, A., Guasch, V., Cataldn, L. Martinez, A. Pollak, F.,
Acosta, A.M. Miquel, A., Rojas, L. Castro, C, Solis de Ovando, F., Barriga, C.
(Laboratorio de Citologfa Bioquifmica y Lipidos, Facultad de Ciencias
Bioldgicas, Laboratorio de Nutricidn y Laboratorio de Cardiologia, Facultad
dc Medicina, P, Universidad Catélica de Chile). Evaluacidn de novedosos
factores de riesgo aterogénico en hombres con  diagnosis angiografica y
colesterol plasmatico mener de 240mg/dl.

Behrens, ML, Jalil, P., Serani, A., Latorre, R,,Vergara, F. (Servicio de
Neurologia Hospital Sétero del Rio, Centro Scanner, Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile y Centro de estudios Cientificos de Santiago). Posible rol
de los canales de K sensibles a la apamin en la distrofia mioténica.

Alvarez, J., y Moreno, R. (Unidad de Neurobiologla Molccular, Facultad de
Ciencias Biologicas, P. Universidad Catélica de Chile). La proteina precursora
dcl amiloide (APP) ¢s mitogénica parala célula de Schwann.

Figueroa, C., Pizarro, M., Solis, N, y Accatino, L. (Dcpartamento de
Gastroenterologia, Facultad de Medicina, P. Universidad Cat6lica de Chile).
(Patrocinio: Amigo, L.). Efecto de sales biliares de diferente hidrofobicidad
sobre protefnas de membrana en la colestasia hepatocelular.




17:15

17:30

18.00

18:30

19:00

19:30

20:15

Bertin, P., Marti, G. (Departamento de Hematologia / Oncologfa, Facultad de
Mecdicina, P. Universidad Catdlica de Chile, CBER, FDA, NIH, Bethesda,
Maryland, USA. (Patrocinio: Koening, C.) Andlisis de genes de Ia region
variable de cadena pesada de inmunoglobulina (VH Ig) en leucemias linfdcticas
crénicas de origen B, ‘ :

Kawada, MLE. y Santos, M.J. (Departamento de Biologfa Celulary
Molccular, P. Universidad Catdlica de Chile). Localizacién de proteinas de
mecmbrana peroxisomal y lisosomal en afccciones genéticas humanas de la
biogénesis peroxisomal.

AVANCES DE TESIS 1
COORDINADORES: E. Del Solar
A. Venegas

Imarai, M., y Nathenson, S.G. (Deptartment of Microbiology and
Immunology. Albert Einstein College of Medicine, USA). (Patrocinio:
Vencgas, A.). Caracteristicas estructurales del receptor de células T citotéxicas
que reconocen antfgenos presentados en el contexto del MHC H-2K

Figueroa, J., Richier, D. (Instituto de Bioquimica,Universidad Austral de
Chile, Valdivia, Institul fiir Zellbiochemie und Klinische Neurobiologic,
Universitat Hamburg, Hamburg, Alemania). (Patrocinio: Burzio, L.).
Organizacion de los genes de isotocina del pez teleosteo.

Moreno, R.D. ¢ Incstrosa, N. C. (Departamento de Biologia Celulary
Molecular Facultad de Ciencias, P, Universidad Catélica de Chile). La
acctilcolinesterasa de cercbro de mamifero: cstudios estructural y funcional.

Chiong, M. y Pérez, L.M. (Departamento de Biogufmica y Biologfa Molccular,
Facuhad de Cicncias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile).
Aislamiento de genes de Citrus limon involucrados en Ia respuesta  contra
fitopatdgenos.

FUNDACION CHILENA PARA BIOLOGTIA CELULAR
PREMIO A LAS MEJORES TESIS EN PREGRADQO Y POSTGRADO.

Viernes 27 de Agosto de 1993

9:00

9:00

10

AVANCES DE TESIS 11
COORDINADORES: J. Babul
R. Devés

Herrera, R. y Leighton, F. (Laboratorio de Citologia Bioquimica y Lipidos, P.
Universidad Catdlica de Chile). Presencia de 1a actividad acetil CoA hidrolasa



en peroxisomas de higado de rata,

9:30 Venegas, J. v Solari, A. (Facultad de Medicina, Universidad de Chile). Estudio
de las polimerasas de Trypanosoma cruzi.

10:00 Nualart, F., Rodrigucz, EM. (Instituto de Histologfa y Patologfa, Facultad de
Medicina, Universidad Austral de Chile). Estudio de la biosintesis y
procesamicnto del material secretorio del drgano subcomisural.

11:00 TRABAJO DE INCORPORACION
COMUNICACTONES LIBRES V
Respuesta Celular a agentes toxicos
PRESIDENTE: M. Rosemblatt
SECRETARIO: M. Santos

11:00 Vallrath, V., Wiclandt, A., Guzmin, S.K., Gonzilez, S. (Departamentos de
~ Gastrocnterologia y Anatornia Patoldgica, P. Universidad Catélica de Chile).
(Patrocinio: Chianale, I.). Incorporacion a 1a Socicdad de Biologia Celular de
Chile. Induccion del gen mdr3 en el intestine de ratén: efecto de esteroides
vegetales,

11:30 Urrea, R. y Bronfman, M. (Departamento dc Biotogfa Celular y Molecular,
Facultad de Ciencias Bioldgicas, P. Universidad Catdlica de Chile). Hidrolasa
de ¢steres del coenzimo A con carcindgenos no genotéxicos, Distribucién
subcclular en especies que responden a proliferacién peroxisomal y que no lo
hacen.

11:45 Diaz, M., Silva, E., De Ioannes, A., Jamett, A. y Becker, M.L. (Departamento
de Quimica Bioldgica, Facultad de Quimica y Unidad de Inmunologia,
Facultad de Ciencias Bioldgicas, P. Universidad Cat6lica de Chile y BIOS
CHILE 1.G.S.A)). Efecto 16xico de fotoproductos de triptéfano sensibilizados
por 1a vitamina b : desarrollo de anticuerpos monoclonalcs,

12:00 Edwards, A.M.,, Barredo, F, Silva, E., De loanncs, A y Becker, M1
(Departamento de Quimica Bioldgica, Facultad de Quimica y Unidad de
Inmunologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, P. Universidad Catdlica de
Chile). Citotoxicidad sobre células tumorales humanas HL-60 de soluciones
irradiadas de triptofano y riboflavina.

12:15 Andrade, W., Cabrera, M.E., Leques, M.E., Campbeil, M., Risuefio, C.,
Barriga, F. (Centro de Investigaciones Mddicas y Departamento de
Hematologia-Oncologfa, Facultad de Medicina, P. Universidad Catdlica de
Chile; Laboratorio de Hematologla, Hospital Salvador; Departamento de
Hematologla, Hospital Roberto del Rio). (Patrocinio: Dabiké, M.). Evidencias
de un cluster de diferenciacién bioldgica en leucemia linfobldstica aguda
(LLA) en Chile.

11




12:30

11:00

11:30

12:00

12:15

12:30

12:45

14:30

14:30

12

Matus, V. y Gonzilez, B. (Departamento de Biologia Celular y Molecular,
Facultad de Ciencias Bioldgicas, P. Universidad Catélica de Chile).
Metabolizacién de clorofenoles por Alcaligenes eutrophus JMP134 (pIP4).

TRABAJOS DE INCORPORACION

COMUNICACIONES LIBRES VI

Biologia Molecular T
PRESIDENTE: J. Eyzaguirre
SECRETARIO: P. Carvallo

Toro, G.C. y Galanti, N. (Departamento de Biologia Celular y Genética,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile). Incorporacién a la Socicdad de
Bioquimica y Biclogfa Molecular de Chile. Identificacidn de histona H2 enla
cromatina de T. Cruzi.

Antonelli, J.M., Olate, J. (Departamento de Bioquimica, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile). Incorporacién a la Socicdad de Bioquimica y
Biologia Molecular de Chile.

Estudios de luncionalidad de 1a proteina Gs de oocitos de Xenopus laevis,

Valiente, A., Berti, M. Frey, P.A. y Cardemil, E. (Departamento de Quimica,
Universidad de Santiago de Chile e Institute for Enzyme Resecarch, U,
Wisconsin-Madison, USA). Caraclerizacion de la carboxiquinasa
fosfoenolpirivica (PEPCK) C364s de Saccharomyces cerevisiae.

Gatica, M., Jedlicki, A., Connelly, C. y Allende, J.E. (Departamento de
Bioquimica, Facultad de Mcdicina y Departamento de Biologfa, Facultad de
Ciencias, Universidad de Chile). Efectos de inhibidores sobre una mutante de
la subunidad alfa dc la cascina quinasa II de Xcnopus Laevis

Ledn, G., Krauskopl, M. (Instituto de Bioguimica, Facultad de Cicncias,
Universidad Austral de Chile, Valdivia). Identificacién de renibacterium
salmoninarum por la reaccién de 1a polimerasa en cadena.

Vera, M. L. (Instituto de Bioquimica, Facultad de Ciencias, Universidad
Austral dc Chile, Valdivia). (Patrocinio: Krauskopf, M.). Reprogramacion de
la expresién de genes ribosomales durante 1a aclimatizacién de C. carpio.

COMUNICACIONES LIBRES VII

Estructura de Proteinas
PRESIDENTE: H. Cid
SECRETARIO: G. Gonzilez

Gonzilez, G., Gonzdlez, C. y Mcrino, P. (Laboratorio de Bioguimica, Instituto
de Quimica, Universidad Cai6lica de Valparafso). Estabilidad térmica dc la
proteasa de Cucurbita ficifolia en presencia de aditivos.



14:45

15:00

15:15

15:30

15:45

14:30

14:30

14:45

15:00

1515

Godoy, M., Bunster, M. (Laboratorio de Bioli{sica Molecular, Departamento de
Biologia Molecular, Faculiad de Ciencias Biolégicas, Universidad de
Concepcitn). Estabilidad de prote{nas. Experimentos de denaturacion-
renaturacidn en B-Lactamasas.

Martinez-Oyanedel, J.A. (Departamento Biologia Molecular, Facultad de
Ciencias Bioldgicas, Universidad de Concepcién. Cristalizacion de
proteinas. Primeros intentos de cristalizacion de 1a proteasa del fruto de
Cucurbita ficifolia.

Arbildua, J., Lagos, R. y Monasterio, O. (Departamento de Biologfa, Facultad
de Ciencias, Universidad de Chile). Caracterizacion de la unién de los
peptidos carboxilo terminales de tubulina a tubulina-S.

Cid, H., Garitda, F. (Departamento de Biologia Molecular, Facultad de
Ciencias Bioldgicas, Universidad de Concepcion). Interacciones que regulan
el plegamiento helicoidal en proteinas.

Reves, A. M., Iriarte, A. y Martinez-Carrién, M. (School of Biological
Sciences, Universily of Missouri-Kansas City, Kansas City, USA e Instituto de
Bioquimica, Universidad Austral de Chile, Valdivia). Plegamiento in vitro de
las formas precursora y madura de una proteina mitocondrial.

COMUNICACIONES LIBRES VIII

Desarrollo y Citodiferenciacion
PRESIDENTE: M.I. Becker
SECRETARIO: C. Leyton

Pey, R., Izquicrdo, L. (Departamento de Biologfa, Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile). Establecimiento del primer epitelio en el embrién de
raidn,

Morales, B.A. y Bruzzone, M.E. (Unidad de Reproduccion, Departamento de
Fisiologia y Bioffsica, Facullad de Mcdicina, Universidad de Chile). Cambios
de 1a superficie epitelial uterina inducidos por d1-Propranolol.

Koenig, C., Niificz, R., Munizaga, A. y Dabiké, M. (Departamento de
Biologfa Celular y Molecular, Facultad de Ciencias Bioldgicas, P.
Universidad Calélica de Chile). Relacién entre morfogénesis de gldndulas
gdstricas y sulfatacién de los proteoglicanos.

Mancilla, A., Falindez, V., Izquierdo, L., Gonzdlez, A. (Depariamento de
Biologfa, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile y Departamento de
Inmunologia Clinica y Reumatologia, Facultad de Medicina, P. Universidad
Catdlica de Chile). El receptor de EGF en la  implantacién in vitro del
blastocisto de ratén.

13




15:30

15:45

16:15

16:15

16:30

16:45

17:00

17:15

17:30
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Zarraga, A.M., Goicoechea, O.G y Siddiqui, M.A.Q. (Instituto de Bioqui-
mica, Instituto de Embriologia, Facultad de Ciencias, Universidad Austral de
Chilc y Anatomy and Cell Biology Deptartment. Health Science Center,
SUNY, Brooklyn, N.Y. USA). (Patrocinio; Amthauer, R). Estudios de
miogénesis cardfaca por hibridacién in situ.

Ferrada, D. y Sans, J. (Departamento de Biologfa Celular y Genélica, Facul-
tad de Medicina, Universidad de Chile). Cambios en la sintesis de proteinas en
células de raices de Allium cepa L. inducidos por hipometilacién del DNA.

COMUNICACIONES LIBRES IX

Enzimologia
PRESIDENTE: J.C. Slehe
SECRETARIO: S. Bazaes

Bazaes, S., Silva, R, Goldie, H., Cardemil, E. y Jabalquinto, A.M.
(Departamento de Quimica, UMCE, Universidad de Santiago de Chile, y
Universidad de Saskatchewan, Canadd-). Modificacion quimica de residuos
de arginina y lisina de 1a carboxiquinasa fosfoenolpirivica de E. coli.

Ludwig, H., Yaficz, A,y Slcbe, J.C. (Instituto de Bioquimica, Facultad dc
Ciencias, Universidad Austral de Chile). Interaccién de fructosa-1,6
bisfosfatasa de rifién de cerdo con sondas fluorescentes.

Galleguillos, M., Valenzucla, M.A |, Kettlun, A M., Chayet, L., Collados, L.,
Mancilla, M. y Traverso-Cori, A. (Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de
Chile). Actividades ATPdsica y ADPdsica presentes on corazon de rata.

Kettlun, A.M., Valenzucla, M. A, Chiong, M., Silva, M.A* | Bustamanie, J.*,
Brioncs, A¥,, Chayet, L., Collados, L.., Mancilla, M. y Traverso-Cori, A.
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacéuticas, *Hospital J.J. Aguirre, Universidad de Chile).
Estudios bioquimicos de ATP-diflosfohidrolasa de placenta humana y su
posible relacidén con la nutricién fetal.

Carvajal, N,, Torres, C. y Uribe, A. (Departamento de Biologia Molccular,
Facullad de Ciencias Biol6égicas, Universidad de Concepcion). Interacciéon de
arginasa hepdtica humana con Mn2+ y Zn 2+

Saez, D. y Slebe, 1.C. (Instituto de Bioguimica, Facultad de Ciencias,
Universidad Austral de Chile). Inmovilizacidn via anticuerpos en el estudio de
la asociacion entre enzimas.
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COMUNICACIONES LIBRES X
Mccanismos de Regulacién y Proliferacién Celular.
PRESIDENTE: A. Gonzilez
SECRETARIO: M. Ferniandez
Concha, M. y Sans, J. (Departamento de Biologfa Celutar y Genética, Facultad
de Medicina, Universidad de Chile). Evidencias que sugieren que el inicio de la
mitosis ¢s controlade negativamente por un gen que se expresa en G1.

Moraga, P,, Martincz, J. y Nufiez, M. T. (Departamento de Biologfa, Facultad
de Ciencias, Universidad de Chile). Efecto de trasferrina y hierro en la
proliferacion de células hematopoyéticas.

Amthauer, R., Kodukula, K., Gerber, L., Brink, .. y Udenfriend, S.
(Deptartment Neurosciences, Roche Institute of Molecular Biology, Nutley,
NI. Instituto de Bioquimica, Universidad Austral de Chile). Requerimicntos
para ¢l proccsamicnto del péptido de sefial COOH-terminal de las  proteinas
ancladas a membrana via glicosil fosfadil- inositol {GPI).

Naiez, L., Amigo, L., Rigotti, A., Pugliclli, L. y Ncrvi,F. (Departamento de
Gastroenterologia, Facullad de Medicina, P. Universidad Caiélica de Chile).
Identificacién de una glicoproteina canalicular asociada al transportador
vesicular de lipidos biliares.

Gysling, K., Forray, M 1., Andrés, M.E. y Bustos, G. (Laboratorio de
Farmacologia-Bioguimica, Departamento de Biologia Celular y Molccular,
Faculiad de Ciencias, Bioldgicas, P. Universidad Catélica de Chile). El lecho

de la cstria terminal como modclo para estudiar la liberacion de noradrenalina
en ¢l SNC,

Campos, E.Q., Rodriguez, S..e Inestrosa, N. C. (Departamento de Biologia
Celular y Molecular, Facultad de Ciencias Bioldgicas, P. Universidad Catdlica

de Chile). Ontogenia de la acetilcolinesterasa en Concholepas concholepas.

SIMPOSIO I: EDUCACION EN BIOLOGIA
Coordinador: Alarcon, O,

Chaimovich, H. (Universidad de Sao Paulo, Brasil).
Fonseca, L. (C.N.P.Q., Brasil).

Foradori, A.C. (P. Universidad Catdélica de Chile).
Meneghini, R. (Universidad de Sao Paulo, Brasil).

MEDALLA DR HERMAN NIEMEYER F. HOMENAJE A CARGO DE LA
SOCIEDAD DE BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR DE CHILE.
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COMUNICACIONES LIBRES XI

Biologia Molecular II
PRESIDENTE: L. Burzio
SECRETARIO: R. Lagos

Krautwurst, H., Marcus, F. y Cardemil E. (Departamento de Quimica,
Universidad de Santiago de Chile, y Chiron Corporation, Emeryville,
Califomnia). Correccién ala sccuencia del gen de 1a carboxiquinasa
fosfoenolpirivica de Saccharomyces cerevisiae.

Seeger, M. y Jerez, C.A. (Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile). La limitacién de fosfato afccta la expresion génica
global en Thiobacillus ferrooxidans.

Seeger, M., Gonzidlez, C., Salas, A., Lagos, R. y Monasterio, O.
(Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile).
Efecto de 1a sobreproduccion de 1as chaperoninas GroEL y GroES sobre la
solubilidad de polipéptidos C-terminal de las subunidadcs alfa y beta dc
tubulina expresadas en E. coli.

Concha, LI, Figucroa, P., Yaficz, A., Burzio, L., Pratt, B. y Chronwall, B,
(Instituto de Bioquimica, Universidad Austral de Chile y Medical School,
University of Missouri-Kansas City, U.S.A.). Regulacidn de l1a expresion
del gen de proopiomelanocortina (POMC) en testiculo de rata.

Delgado, F., Mansilla J., Silva, T., Brito, M., Concha, I. y Burzio, L.O.
(Instituto de Bioquimica, Universidad Austral de Chile). Presencia de snRNP
c¢n ¢l ndcleo de gametos masculinos de distintos organismos.

COMUNICACIONES LIBRES XII

Modificacién Quimica y Expresion de proteinas.
PRESIDENTE: F. Leighton
SECRETARIO: J. Alvarez

First, 8., Silva, E,, Edwards, A.M., Becker, M.I. y De Toannes, A. (Facultad
de Quimica y Facultad de Cicncias Bioldgicas, P. Universidad Catdlica de
Chile). Comportamiento fotoquimico anaerébico de 1a tirosina sensiblizado por
la riboflavina.

Blanco, C., Gonzdlez, G. y Tapia, G. (Instituto d¢ Quimica, Universidad
Cat6lica de Valparaiso). Efecto de iones mctdlicos en la formacion de
fotoproductos ¢n soluciones nutricionales.
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Nieto, S., Sanhueza, J., Ganga, A., Rojas, E. y Valenzuela, A. (Unidad de
Bioguimica Farmacoldgica y Lipidos, INTA., Universidad de Chile).
Optimizacidn de -4cidos grasos poliinsaturados n-3 (AGn-3) de origen marino
para uso nutricional y/o farmacoldgico.

O'Reilly, S., Palma, B., Erazo, S., Roblcdo M. y Mcneses, P. (Institutos de
Quimica y de Biologia, Universidad Cat6lica de Valparaiso, M.R. Laboratory,
Midwestem University, Chicago). (Patrocinio: Reyes, J.). Cambios en cl
contenido de protefnas y lipidos durante Ia germinacién de semillas de A.
caven (MOLL).

Lorca, C., Retamal, C., Urzia, J., Lépez, M.L. (Departamento de Biologia
Cclular y Genética, Servicio de Fisiopatologia, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile). Andlisis clectroforético de proteinas espermiticas y
fluido epididimario de potro.

CONFERENCIA: DR, LUIS IZQUIERDO
HOMENAJE A CARGO DE LA SOCIEDAD DE BIOLOGIA CELULAR
DE CHILE
Coordinadores: J.L. Arias
M.I1. Becker
R. Devés

Minguell, J.J. (Unidad de Biologia Cclular, INTA, Universidad de Chile).
Biologia dcl Trasplante de médula Osea... y otras emociones.
SIMPOSIO IT: CIENCIA, POLITICA Y MEDIOS

DE COMUNICACION.

Coordinador: Krauskopf, M.

Leopoldo Demeis (Universidad Federal de Rio Janciro, Brasil). El concepto
de creatividad entre cientificos y estudiantes. Conferencia en honor del Dr.
Jorge Allende, Prcmio Nacional de Ciencias Naturales, 1992, Sociedad de
Bioquimica y Biologia Molecular de Chile.
Alfred Welljams-Dorof (ISI, U.S.A).
Gabriel Valdes (Presidente, Senado de Chile).
Igor Saavedra (Presidente, ICSU).

Jorge Allende (Presidente, Academia Chilena de Ciencias).
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CARACTERIZACION DE LA UNION DE LOS PEPTIDOS
CARBOXILC TERMINALES DE TUBULINA A TUBULINA-S,
{Characterization of the binding of tubulin C-
terminal peptides to tubulin-8). Arkildua, J..
Lagos, R. vy Monasterio, ©. Departamento de
Biclogia, Facultad de Ciencias, Universidad de
Chile.

La tubulina es un hetercdimero de 110 kDa,
compuesta por dos subunidades denominadas alfa
v beta. El extremec carboxilo terminal es funda-
mental en la regulacidén de la polimerizacidn de
los microtdbules, a través de su inteEﬁpcién
con las proteinas MAPs y tan y oon Ca la
conformaciédn de les lGltimes 40 amincdcidos de
este dominio, de ambas subunidades, sélo ha si-
do estudiada in vitro v ne se conoce s8i estos
aminodcidos se encuentran libres o interactuan-
do con el resto de la tubulina. La mezcla de
péptidos carboxilo terminales de ambas subuni-
dades interactia con tubulina-S en presencia de
DAPI. Por medio de intensidad y polarizacidn de
fluorescencia, se confirmdé esta interaccién, la
cual fue independiente de la presencia de DAPI,
pues al unir la sonda FITC a los péptidos car-
boxilo terminales se comprobd por polarizacién
de flucrescencia su unidn a tubulina-S. El com-
plejo tubulina-S-péptido en presencia de DAPI,
mostrd una constante de disociacidén, de 1,6 t
0,6 uM y los complejos DAPI-tubulina-8 una Kg;q
de 4 % 2 uM. Sin embargeo, el rendimientc cuan-
tico de la sonda unida a tubulina-5 disminuyd
2,5 vecesg respecto a la sonda unida a tubulina.
La unién entre tubulina-8 v los péptidos
carboxilo terminales, en presencia de DAPI, no
se modificd significativamente hasta 10 mM de
NaCl y KC1, vy se enconEgé un @éximo de unidén
entre pH 7,3 y 7,7. Ca vy Mg scbhre 10 uM
liberaron la sonda DAPI desde la tubulina-S.

Financiado por Proyecto FONDECYT 1051-92.

EFECTO DE TRANSFERRINAY HIERRO EN LA PRCLIFERACICN DE
CELULAS HEMATOPOYETICAS. (Transferrinand iron as hematopoietic
cells proliferation factors). Moraga, P, Marinez, J. y Nodez, M.T
Departamento de Biclogia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

Transferrina (Tf) 85 un elemento necesario en la composicidn de
medios de cultive definidos que apoyan la proiiferacidn de una gran
variedad de lineas celulares. Se ha sugerido que Tf, ademas de donar
hierra a las células, podria ejercer un papel de factor de crecimiento.
Probamos la hipttesis anterior utilizando las lineas celulares K562 y
HEL. Se disefaron condiciones de incorporacion celular de hierro en
presenciay en ausenciade transferrina; para evitar un posible efecte de
Tf endbgena en la proliferacitn, se determinaron curvas de proliferacion
en la presencia de anticusrpos paliclonales contra transferrina, o les
anticuerpos menoclonales contra el receptor de Tf (RTF) B 25/.4 y 42/6,
que inhibeny no inhiben la unibn de Tf a su receptor, respectivamante.

En medios de composicion definida, determinamos que las célu-
las K562 y HEL reguieren de una concentracitn minima de hierre para
una normal profiferacion. Esta concentracién esta muy por debajo de
las concentraciones habituales en los medios de cuitivo. Ni la ausencia
de trangferrina, ni la presencia de anticuerpos contra Tf o RTf inhibieron
la proliferacitn celular, aunque en ocasiones se observd un retrazo en
el eséablecimiemo de la fase lcgaritmica de crecimiento.  Utilizande
593+ Nitriliacetato como queiatc donor de hierro, observamos que
ambas lineas celulares evidenciaron un mecanisme de adquisicion de
hierrg independientesde transferrina. Ob%ervamgs que las células K562
y HEL tiene la capacidad de reducir el Fe® ta Fe® Ten el medio de incu-
bacibn. Estos resultadgs apoyan la idea que el transportador membra-
noso de hierro utiliza Fe® *como especigiransportable, y que las células
tienen mecanismos de reduccion de Fe +previt) a su transporie.

Concluimes que en célias K562 y HEL Tt no parece ser un
factor intrinseco de protiferacion, El hierro es un elemento
indispensable para la prolferacibn. Las células estudiadas pueden
adquirir el hierro necesario para proliterar mediante mecanismos de
adquisicitn de hierro independientesde la endocitosis de Tf.

Financiada por FONDECYT 1080-81.

I8

EFECTO DE LA SOBREPRODUCCION DE LAS
CHAPERONINAS  GroEL Y GroES  SOBRE LA
SOLUBILIDAD DE POLIPEPTIDOS C-TERMINAL DE LAS
SUBUNIGADES « Y p DE TUBULINA EXPRESADAS EN E.
coli.  (Effect of chaperonings GroEL and GroES
overexpression on the solubiiity of C-terminal polipeptides of
« and § tubukin subunits expressed in E. coli). Seeqer, M.,
Gonzalez, ., Salas, A. Lagos, R. y Monasteric, O.
Departamento  de Biologia, Facuttad de Ciencias,
Universidad de Chite.

Las chaperoninas bacterianas GroEL y GroES faciiitan el
correcto plegamiento de diversas proteinas in vivo. Se ha
descrito que TCP-1 y tas chaperoninas GroeElL y GroESs
interactdan in vitre con la tubulina. Polipéptidos C-terminal
de las subunidades o y p de tubulina sobreproducidas en £
cofi forman cuerpos de inclusion. Con el objeto de obtener
péptidos mias solubles en E. coli se estudio el efecto de la
sobreproduccion simultinea de estos polipéptidos y de la
chaperoninas GroEL y GroES. Se construyd el plasmidio
recombinante pMS52, que sobreexpresa GroEL y GroES ¥
se inirodujo en las diferentes cepas de £. cofi que expresan
los fragmentos RL-18a8, RL-11a2, RL-52¢3 RL-B1512, RL-
8B4, RL-60p8 y RE-33p6. Se analizé 1a presencia de los
polipéptidos de tubulina en las fracciones soluble e insoluble
de las cepas cotransformadas, y no se observo cambios en
la solubiidad de los diferentes polipéptidos. Se esta
estudiando el efecto in vitro de las chaperoninas GroEL y
GroES sobre la sclubilidad de los diversos fragmentos de
tubulina.

Financiado por proyectos Fondecyt 1051792 y 0035/92.

PARTICIPACION DE LOS RECEPTORES DE ADHESION CELULAR
EN LA INTERACCION DE LOS LINFOCITOS CON LAS CELULAS
ESTROMALES DE LOS ORGANOS LINFOIDES SECUNDARIOS
(Participation of adhesion cell receptors in the interaction
of lymphocytes with stromal cells in secondary Tymphoyd
organsjCastro, A, lturrieta, J y Rosemblatt, ™.
Departamento de Biologia, facultad de Ciencias
Universidad de Chile.

En el sistema inmune la transicion entre los estados
adherentes Y no adherentes de los linfocilos es
fundamental para el desarrollo de una respuesta inmune
adecuada. Sin embarge, poco se conoce acerca de las
interacciones que regulan la entrads, permanencia Yy salida
de los linfocitos en los drganos linfoides secundarios. Con
el fin de identificar los receptores y contra-receptores de
adhesidn involucrados en estos procesos hemos realizado
ensayos de adhesion de linfocitos y lineas celulares
linfoides a estromas completos de bazo de ratdn, a lineas
estromales {preparadas por fusién somatica entre estos
estromas y células L) y a células estromales de amigdala
humena. Las tineas y células estromales han sido
caracterizadas fenotlipicamente, mediante marcadores para
distintos tipos celulares (monocttos, células dendriticas
interdigitentes y foliculares). La participacidn de los
diferentes receptores de adhesion estd siendo evaiuada
mediante el uso de anlicuerpos monocionsles bloqueadores
de la adhesidn anti-inlegrinas u otros receptores. Los
cambios en la dotacidn de los receptores de adhesidn de Jos
linfocites como  resultado de le diferenciacion  se
investigan utilizande poblaciones linfocitaries sntes y
después de su activacidn.(Financiado por k& Universidad de
Chite DTI 311/91/182 y FONDECYT 1062-92).




INDUCCION DEL GEN mdr3 EN EL INTESTINO DE
RATON: EFECTCO DE ESTEROIDES VEGETALES,
{Overexpression of mdr3 gene in the intestine of mice:
Effect of plant steroids ), Yollrath V, Wielangit A, Guzman S.K,
Gounzalez S. Dptos. Gastroenterologia y Anatomia Patologica.,
Universidad Catoiica de Chile. Patrocinio-_|. Chianale.

La Glicoproteina-P (Gpl70) es una proteina de
ransmembrana que actda como bomba de eflujo de drogas,
dependiente de ATP, disminuyvende la concentracion
citosolica de compuestos citotoxicos. En el raton, la Gpl70 es
codificada por una familia de genes mdr ¥ ¢n el intestino
5010 se expresa el gen mdr3, Se ha sugerido que la Gpl70 es
responsahle del transporte unidireccional de drogas hacia el
litmen intestinal. Esteroides vegetales como diosgenina,
seyaponina y digitonina son compuestos cititoxicos naturales
presentes en alimentos vegetales. Formulamoes la hipotesis
que estes compuestos pueden inducir cambios en la
expresion del gen mdr3 en el intestino in vive como
respuesta detoxificadora. Ratones Rockefeller machos
alimentados con dieta de caseina al 28% se usaron como
controles, los grupos experimentaies recibiercn ademads
diosgenina 1%, digitenina 0.5 o 0.8%, soyasaponina 1% o
colesterol 1%, Se prepararon sondas especificas de los genes
mdrl, mdr? y mdr3 mediante RT- PCR. [l RNA total fuc
extraido desde estomago (5), ducdeno (D). veyunc (]},
ileen(I), colon {C} y rectc (R) e hibridades per slotl blot y
Northern blot. Los niveles relatives de ios RNA mensajeros
{(RNAm) del mdr3 fueren determinadeos por analisis
densitometrico de las autoradiografias. Por microscopia
electronica no se observo dafio celular en la mucosa
intestinal en los animales tratados., Se observd expresion
heterogénea del gen mdri en el tubo digestivo del raton: 5:0,
D:1, J:2.2, I:7.5, (9.1, R:4.1. Se detecto una induccion de 6
veces en ] e | en los ratones tratados con digitonina al 0,8%.
Diosgenina, soyasaponina y colesterol no indujeron al gen
mdr3 en el intestine. Tstos resultados sugieren gque el gen
mdr3 es un sistema detoxificador inducible por esteroides
vegetales ¥ que puede proteger al intestino de compuestos
citotéxicos presentes en la dieta. Fondecyt 093/92.

CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DEL RECEPTOR DE CELULAS
T CITOTOXICAS QUE RECONOCEN ANTIGENGS PRESENTADOS EN
EL CONTEXTG DEL MHC H-2K*. (Structural features of the T Cell
Receplor from eytotoxic cells recognizing viral antigens presented in the contex
of MHC H-2K*). [marai, M., & Nathenson, §.G. Dept. of Microbiology and
Immunclogy. Albert Einstein College of Medicine. USA. (Patrocinio: A.

Venegas).

Los linfocilos T citotdxicos reconocen, a través de su receptor antigénico
{TCR}, los péplidos propies y extraiios presentados en la superficie celular por
las moléculas del complejo mayor de histocempatibi)idad (MHC) de clase . Se
ha propuesto que las regiones hipervanables CDR1 y CDR2 del TCR
interaccionarian con las hélices alfa del MHC y que el péptido unido 2 la
cavidad antigénica interaccionaria con la regién CDR3, formada por las uniones
de los segmentos genico V, D y ] del receptor. A partir de este modelo se
propone que antigenos que son presentados €n un mismo MHC (Kb} deberian
seleccionar un repertoric que ticne algunas caracteristicas cornunes en el TCR,
El objetive de este trabajo ha side estudiar la estructurz del TCR en la
respuesta cilotdxica contra antigenos restongidos a H-2KY.  Ademds, estudiar
en detalle la interaccion entre ¢l péptido-MHC y el TCR mediante el uso de
variantes del MHC y del péplido para establecer correlaciones entre la
estructura del receptor y la manera particular con que se reconoce con el
antipeno (especificidad fina). Se han wislado y caracterizado clones de linfocitos
T citotdxicos de ratones CSTBL/6 (B6) que reconocen el virus de la estomatitis
vesicular (VSV), virts Sendai (SV), citacromo c, todos antigenos presentados
por la muisma molecula H-2K* A estos clooes, se ¢ ha deferminade la
secuencia de DNA del TCR, y por ende la region vaniable (V) y de joining (J)
oy f utilizada en cada uno de ellos y la secuencia de aminodcidos de la regicn
hipervaniable CDR3. Se ha encontrado que los clones especificos para VSV
son altamente heterogeneos tanto en su especificidad fina, como en la secuencia
del TCR. Sin embargo, la mayoria de los clones utiliza el segmento génico
¥(313. Los clones o cultivos totales de células T que reconocen el péptido SV
y citacrome € no utilizan el segmente VF13 en el TCR. Células yue reconacen
el virus Sendai presentan un mayor porcentaje de células VA5+, CTL
especificos para citocromo C, expresan mayoritarizment: JaTA28. Los
resultados demuestran que la presencia del péptido predomina sobre el MEC
en la seleccidn del TCR y que existe una alta heterogeneidad en la respuesta
contra el octapéptide de VSV,

LA PROTEINA PRECURSORA DEL AMILOIDE (APP) ES
MITOGENICA PARA LA CELULA DE SCHWANN. (APP is a
mitogen for Schwann cells). Jaime Alvarez y Ricardo
Morena. U. Neurobiclogia Molecular, Fac. CC BB,
Pontificia Universidad Catélica de Chile.

Algunos factores de crecimiento inhiben
proteasas, e inhibidores de proteasas pueden ser
mitbgenos. Se estudid el efecto mitogénico de APP
con imserto antiproteasicc sobre la célula de
Schwann de nervio de rata. Con el microscopio
electronico, se observd mitosis a los 7 dias de la
inyeccion local. Estas células estaban asociadas a
axones amielinicos, mielinicos, o demielinizados.
Las antiproteasas aprotinina y leupeptina también
fueron mitogénicos. Hacia distal, el nervio era
normal. La solucién salina, APP calentado, o APP
sin el inserto antiprotedsico no produjeron mitosis.
En un corte, se via 3 nucleocs de Schwann por cada
100 fibras mielinicas, fuesen tratadas o normales.
En cambio, los  nucleos  asociados a  fibras
demielinizadas eran 10 veces m&s numerosos.

Concluimos ¢ue el APP y otros inhibidores de
proteasas son mitogénicos para las células de
Schwann, ¥ que la célula de Schwann que entra en
ciclo celular no puede mantener integra la mielina.
La actividad mitogénica del APP puede participar en
la patogenia de la enfermedad de Alzheimer.

Provecto FONDEGYT B60/92.

COMPORTAMIENTO FOTOQUIMICO ANAERCBICO DE LA
TIROSINA SENSIBILIZADO POR LA RIBOFLAVINA.
{Photochemical behaviour of tyrosine sensitized by
riboflavin), Edrst, 8*., Silva, E*., Edwards, A.M*., Becker
M.I°. y De lgannes, A®. "Facultad de Quimica y °Facultad
de Ciencias Bioldgicas, P. Universidad Catdlica de Chile.
La irradiacidn anaerobica de una solucidon del aminoacide
tirasina {Tyr} sensibilizada por la vitamina riboflavina {Rb)
produce una fuerte fotedescomposicidn de este compuesto
que se puede visualizar per la disminucién de la banda de
emisién fluorescente a los 310 nm y la censiguiente
aparicién de una nueva banda de emisién fluorescente a
los 470 nm. Cuando las soluciones irradiadas son
aplicadas en una columna de exclusién molecular de
Sephadex G-15, se observa la aparicién de dos fracciones,
que poseen volumenes de elucidn menores que la Tyr. La
primera de estas tiene caracteristicas tanto del amino &cido
como de la flavina, y en base a sus propiedades
espectrales se trataria de una forma agregada de la flavina
que podria estar o no asociada a un producto proveniente
de! aminodcido. La segunda fraccion posee caracteristicas
amino acidicas y emite a los 410 nm cuando es excitada a
los 320 nm. Esta sequnda fraccion se mostid bastante pura
cuande fue analizada en una columna de fase reversa G-
18 de HPLC vy fue identificada como hi-tirosina de acuerdo
a su espectro de 'H-NMR. La propiedad de emitir a los
410 nm es también una caracteristica de este dimero de la
Tyr. Debido a gue existian antecedentes biblicgraficos que
asaciaban efectos citotoxicos de medios de cultivo
expuestos a la luz visible con los productes de la
fotooxidacion de la Tyr sensibilizada per la Bb, nos parecié
interesante probar la citotoxicidad de estas socluciones.
Para estos efectos se recurrio a cultivos de células de
NSQ/2, los cuales se mestraron afectades por 1a presencia
de soluciones de Tyr y Rb previamente irradiados tanto en
atmdsfera de No como de Os».

(Financiado por Proyecto Fondecyt 1930571).
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CITOTOXICIDAD SOBRE CELULAS TUMORALES
HUMANAS HL-60 DE SOLUCIONES IRRADIADAS DE
TRIPTOFANO Y RIBOFLAVINA. {Cytotoxicity on human
tumoral HL-60 cells of irradiated tryptophan and riboflavin
sclutions). A.M. Edwards®#, F. Barredo®, E_Silva®, De
loannes, A*. y M.I[. Becker'. Depto. de Qca. Bioldgica®, Fac.

de Quimica y Unidad de 'nmunologia®, Fac. de Cs.
Bioldgicas, P. Universidad Catdlica de Chile.

En nuestro laborateric hemos demostrado que al irradiar
con luz visible soluciones que contienen simultaneameanta
triptofano {Trp) y riboflavina (Rb) se obtienen fotopreductos
tales como aductos Trp-Rb, (Trp-Trp)n, (Rb-Rb)n y (Trp-
Trp)a-Rb; les cuales son hepatotoxicos y también pracucen
citotoxicidad sobre células de teratocarcincma-F9 y
mielcides NSO/2 de ratdn y sobre embriones
preimplantacionales de ratdn. En este trabajo se estudia el
efecto de estos fotoproductos scobre células tumorales
humanas HL-60. Células HL-80 (2x105 células/ml) en
medio Dulbecco fueron sembradas en botellas de cultivo y
se les adicicnd soluciones de Trp y Rb, sin irradiar y
previamente irradiadas con luz visible. El efecto de estas
soluciones fue observado directamente en la botella de
cultivo por microscopia de luz después de 24 h de
incubacién. Posteriormente los cultives fueron fijados por
las técnicas habituales para microscopia elecirénica y
paralelamente se hicieron cortes semi finos para
microscopia de luz. En las células sometidas a la sclucion
Trp-Rb {+) {irradiadas) se observé un drastico efecto
citotdxico. La observacion directa mostrd un gran ndmero
de células citolizadas. En cortes semi finos se observé
nucleos hipertrotfeados o ausentes y numerosas vesiculas
citoplasmaticas. Al microscopio electronico de transmisién
se aprecian numerosas vesiculas electron densas en las
células en degeneracién y también abundantes células
cargadas de arganelos.

(Financiado por Proyecio FONDECYT 1930571).¢

METABOLIZACION DE  CLOROFENOLES POR Alcaligenes
eutrophus JMP1I4 (pJP4). (Metabolism of chlorophenals
by Alcaligenes eutrophus JMPI34 (pJP4). Matus,V. vy
Gonzalez,B. Depto. Biol. Cel. Molec. Fac. de Ciencias
Biolégicas. P.Universidad Catélica de Chile,

Los clorofennles (CFs) y cloroguaiaceles (CBs)  sor
contaminantes producidos por  la actividad industria]l
del hombre. Hemos reportado previamente gque bacterias
que degradan guaiacol son capaces de metabolizar CSs de
hajo grado de halogenacicn (Gonzalez y cols,
Appl.Envirgn.Microbiol., en prensal,. Recientemente,
hemos extendido el estudio de la degradacion de
clorofenoles a A. eutrophus JMPL34 (pJP4), una bacteria
dehalogenante descrita previazmente (Don & Pemberton,
J.Bact, 145:8681, 1981). Esta cepa es capaz de crecer en
los acidos  2,4-diclorofernoxiacético (2,4-D) y 3
clargbenzoica (3-CBA) por la presencia de piP4, y crece
en fenol mediante una via cromosomal.

Los resultados de este estudio fueron los siguientes:
i} la cepa no crecis en guaiacol o CBs; crecia en 4-CF
y 2,4~DCF, pero no en Z,4,5~ o 2Z,4,6-TCF o PCP; ii}
células precrecidas en 2:4-D o 3-CBA declararon
extensivamente 4-CG, 4,6-DCG, 4-CF v Z,4-DCF vy, en
menor grado, 3-C6 vy 6-CG;  iii) los compuestaos
declorados por las células precrecidas fueron también
los que produjeron el mayor consumo de oxigenoy ivi la
espectroscopia UV demostrs que la metabolizacien de
dichos compuestos procedis, al menos, hasta la ruptura
del anillo aramatico; v) la capacidad para metabolizar
C8s dependid de la concentracién del arganaoclorade v de
la masa celular activa; vi) los compuestos clorados no
inhibieron el crecimiento en 2,4-D o JZ-CBA, caon

-excepcién de dos clorpcatecolest 4-CC y 4,5-DEC.

Este estudio demuestra por primera vez el potencial
para degradar clorofenoles y cloroguaiacoles en A,
evtrophus JMPIZ4  (pJP4), probablemente a través de
procesps cometabalicos,

Financiamiento: [FS F [BB&-1 y FONDECYT (3538-93.
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EFECTQ TOXICC DE FOTOPRODUCTGS DE
TRIPTOFANQ SENSIBILIZADOS POR LA VITAMINA Bx:
OESARROLLO DE ANTICUERPOS MONOCLONALES
{Toxic efect of photeproducts of triptophan sensitized by
vitamin B2: development of monoclonal antibodies). Rigz,
M°#, Silva, E°., De loannes, Ae., Jameil, A", y Becker, M|*,
Depto. de Qca. Bioldgica®, Fac. de Quimica y Unidad de
Inmunologia®, Fac. de Cs. Bioldgicas, P. Universidad
Catdiica de Chile y BIOS CHILE 1.G.S.A".

El amincacido triptéfanc (Trp) y la vitamina ribeflavina (Rb)
son esenciales y deben ser ingeridos diariamente en la
dieta. En nuestrc !aboratorio, se ha descubierio la
formacién de uniones foteinducidas entre este aminoacido
inddlico y la Rb, que han permitido explicar la
hepatotoxicidad generada en pacientes sometidos a
alimentacién parenteral, asi como también la citatoxicidad
de medios de cultivo expuestos a la accion de la luz visible.
También hay evidencia que la formacion de estos aductos
podria contribuir al envejecimiento de! lente oculary a la
cataratogénesis. En este trabaje se contermpld la
obtencién de anticuerpes moncclonales anti-aductos indol-
flavina para disponer de una herramienta de deteccion y
purificacién de este compuesto en cualquier sistema
biolégico o quimico. Para eflo se generd fotogquimicamente
la unidn de Rb a residuos de Trp de BSA (albumina de
suero bovino) [BSA-Rb] v a Trp enlazados quimicamente a
BSA [BSA-Trp-Rb]. Luego de inmunizar ratcnes Balb/c con
ambas proteinas y realizar fusiones somalicas con los
respectives bazes, se tienen hibridomas gue sole
reconocen BSA-Rb y BSA-Trp-Rb v no BSA. Resultados
preliminares muestran que el hibridoma 5A8 reconoce un
hapteno en cristalino de rata. Actualmente se encuentran
en desarrollo columnas de afinidad con los anticuerpos
monoclonales que nes permitan purificar el haptene
fotoquimico indol-flavinico.

Financiado por Proyectos FONDECYT 389/89 y 2930030 y Beca de
Dactorado#.

ROL ADHESIVD DE PROTEOGLICANES DE CONDROITIN SULFATD EN PROBENITORES
HEMATOPGYETICOS, (Aghesive properties of chondraitin sulfate proteaglycans
in hemopoistic cells). Conget,P. v Hjnguell.J.J. Uridad de Biologia Celular,
INTA, Universidad de Chile

Entre las multiples funciones asignadas a arotecglicanes de
meabrana se encuentra la de participar en procesos adkesivos. Esta funcidn
ha sido también, propuesta para un proteoglicdn d= condroitin sulfate
presente en la meabrana [@aP6-LS) de células progenitoras hesatopoyéticas
[EPH). En busca de mayores evidencias para sustentar el ro! adhesivo de
22P6-C5 en [a interaczidn CPH-estromz, estudiaros la capacidad adhesiva de
dos lireas celulares con caracteristicas de [PH, que preseatan distinto
qrade de diferencracids: FDCP-mix (multipotentej y FOCP-1 tbipotente} y
distinta abundancia de waPB-CS. Se aidio lz adhesidn de céiulas earcadas con
31¢r 3 Fn intacta y a sus fragmentos quimiotripticos de 120 & 4% Kd {sitios
de unidn celelar-RGD y de unitn a heparina, respectivasents). Ambas lineas
celulares se ynieron a Fn y al fragaente 150 Kd en un 868%; sir esbarga, 1a
utitn 3l frageento 40 Ko fue de wn A0 y un 30X, directamente relacionadn
con  ta abundancia ge ®2PE-LS (dos veces ads abundante en FOCP-eix que en
FOLF-1). Evidencias adicionales gue iateraccién de LPY ton e} dominio de
unién a heparina (40 K0} es mediada por @aPG-C5, se obtuvieron al evaluar la
caparidad afhesiva de CPY¥ tratadas con un B-D-Yileside o con Condroitinasa
ABC. Esktns  trztamisetos redujaron iz abundancia del waPB-CS, a juzgar par
estudios de radiomarcacidn y andlisis por  filtracidr aplecular (Sepharese
CL-tB} e inmungtlusrescencia, FPara ambos tratamientos, 13 adhesividat al
tragaento 40 kd de Ias células tratadas se redujoen un 23y enup 501
recpects de las np tratadas. Los resultades obtenidos en este trabaie
mupstran gue 12 adhesidn al deminic de umidn a  heparina depende de lz
zbundancia de maPG-CS. Fstas evidencias permiten cancluir que leos PE-L§
presentes en 12 seabrana de jas CPH participan en interacciones adhesivas
ton 12 Fn pericelular del estroms, via el dowinie de unidn a heparina. fsi,
naP6-LS contribuirian a estabilizar la adnesidr de las [PH a3l estrosa de la
wédula fsea 0 4 su aigracidn on el microasbiente hematopoyético, previo a la
iiberacion de células maduras a la circulacidn.

Financiamiento: Proyectos Fondecyt (1071-92) y Fundacidn Andes (C-11894),
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ANALISIS DE GENES DE LA REGION VARIABLE DE
CADENA PESADA DE INMUNOGLOBULINA (VH Ig) EN
LEUCEMIAS LINFATICAS CRONICAS DE ORIGEN B.
{Molecular analysis of VH Ig genes in B-CLL). Bertin, P.
*Marti, G. Depte. de HematologiafOncologia, Facultad de
Medicina, Pontificia Universidad Catdlica de Chile. *CBER,
FDA, NIH, Bethesda, Maryland, USA. (Patrocinio: C. Koenig)

La reqgion variable de la cadena pesada de inmunogiobulina
se forma por el reordenamiento de los segmentos V, Dy J
localizados en el cromosoma 14g32. En este trabajo hemos
usado PCR y andlisis de secuencias de nucledtidos de
productos de PCR para identificar y caracterizar los genes
VH, D y JH de cuatro lineas celulares; dos de eilas derivadas
de pactentes con leucemia linfatica crénica (LLC) y dos de
pacientes con leucemia prolinfocitica crénica (LPC), todas
ellas de origen B y obtenidas mediante transformacién por
virus de Epstein Basr. Las cuatro utilizan genes de fa famifia
VH3. Solo una de Ias lineas corresponde a la finga germinal
de un gen VH3 ya descrito, las otras tres tienen 895% a 86%
de homologia con genes descritos. Este hallazgo puede ser
explicado por mutacién somatica y contradice la idea
aceptada actualmente que la utilizacion de genes VHen LLC
es sdlo en linea germinal. En estas lineas celulares los genes
[ utitizados son DXP1, IR y D21/, Tres han recrdenado el
genJH4 y una el gen JHB, todas tienen un numero variable
de nuclectidos N insertados. En la formacion de la regidn
variable de |la cadena pesada de inmunoglobulina de estas
lineas celulares malignas de origen B no parece haber uso
preferencial de algun miembro de fa familia VH3 0 de genes
D, pero sugiere uso preferencial del gen JH4.

Estos resultados sugieren que la utilizacion de genes VH en
estas lineas celulares leucémicas no es siempre an linga
germinal y que puede oCUiTic mutacion somatica en las
leucemias linfaticas cronicas de origen B

TEGRADACION  DE ARILGLICOSIDUS  POR UN  CONSGRCIO
BACTERIANG. (Arylglycpeide degradation by a bacterial
consortium!. Céspedes, R. y Vigufa. R. Laboratorio de
Bigquimica, Facultad de Cienciasg Biolegicas, P.
Universidad Catslica de Chile,

Los arilglicesidos, gque han sido descritos como
intarmefiarios en la sintesis de lignina en  plantas
¥a 2=, son tambien  formados  en reacciones de
tranzglicosidacien por hongos creciendo en cultivos
contepiendc celobioss v compuestos fendlicos  derivados
de ligrira, como alcohol vanillico y dcidos ferilivo vy
p-cumdrica, La degrzdacism de glicdzides ha sido poco
. 52 wgbz que en ! rumen la presencia  de
fenilglicésidos retards 1z degradacien de la pared de
c&lilas vegeteles, debidn a gue los &cidos  fenslicos
liberados inhiben el crecimiento de varias espeoies  de
bacter: rumipzles, En este trabsio s odescribe  la
zac.an de Ui consorcio i de
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EVIDENCIAS DE UN CLUSTER DE DIFERENCIACION BIOLOGICA
EN LEUCEMIA LINFOELASTICA AGUDA (LLA) EN CHILE,
(Evigence for a o fferentiation cluster in agute lymphoblastic
Teukema in Chile),

Andrade, w*  Cabrera, ME*=+¥  |egues, ME** Campbell

M., Rigyerio, C*, Basriga, F* Centro de fnvestigaciones
Médicas* y Departamerts de Hematolagia-Oncologia™*, Fac.ltad
ce Medicina, P. Universidad Catélica de Chele, Laboraterio de
Hematologia, Hospital Salvader®#*%*. Depariamento de
Hematologia, Fosp Lal Roberto del Rio” (Patrocinig: M_Dabike)
Hemnos deterrinade el estadio de diferenciacion celular en 30
muestras no seleccicnadas de LLA de estirpe B en nifos
chilenos utilizands técnicas de inmunofenotipo con
anticuerpos rmonociorales especificos (CD19, CO10, CD7Z,
CD33) y reordenarmiento clonal de genes de cadena pesada
{igH) v ligera itgl) Kappa v lambda de inmunoglobulinas,
wt1lizando 1a Lécnica de Southern blot con sondas especificas
de DNA (JH, Ck, Clambda) La mayoria (61%) de io$
pac ientes se diagnosticaron entre los 2 y 6 anos de edad, v se
demostrd 1a heterogeneidad cariotipica esperaple en esta
poblacién (X Cariotipes diploides, | hipodiploide, 4
hiperdiploides, 1t 14,11 29 de 30 casos expresaron el
antigeno comun de la LL A (CALLA, CD10). 29 de 30 casos
mostraron reordenamientos de IgH y en 10 Casos se
encentrarcn evidencias de cligoclonaligad en «f patron de
bandas reordenadas. Por contraste, apenas 4 (11%)
presentaron recrdenariento clonal de IgL kappa, un evento de
diferenciacion comun en la LLA de estirpe B CALLA- (30 a
60%) Fsto ndica gue 1a mayoeria de ias LLA en la muestra
estudiada detuvieren su diferenciacién posterior al
reordenamiento de IgH, incluso 10s ¢asos, esperables en
namere, de LLA oligecienal Este hechio es evidencia de un
fenomeno de cluster lycal ¢on Consecusncias
etiopatogenéiicas desconocidas. La evaluacion en el tiempa de
los pacientes dernostrara sieste fendmeno tiene a su vez un
impacto clinico adverso ¢ favorable

Financiado por Fongecyt 747-97

EL LECHO DE LA ESTRIA TERMINAL COMO MODELO
PARA ESTUDIAR LA LIBERACION DE NORADRENALINA
EN EL SNC.(The bed nucleus of strta terminalis as a model to
study noradrenaline release in the CNS). Gysling, K., Forray, M.T,
Andrés, M.E. y Busios, G. Laboratorio de Farmacologfa-
Bioguimica, Depto. de Biologia Celular y Molecular, Facultad de
Ciencias Biologicas, P. Universidad Catélica de Chile.

La regidn veniral del lecho Je la estria terminal (LET) es la
region del SNC con la mayor concentracidn de noradrenaling (NA),
la cual s encuentra exclusivamente en terminales neuronales. Estas
carscteristicas hacen del LET un modelo apropiado para estudiar la
liberacion de NA endégena. El objetivo de este trabajo es estudiar
la regulacién de la liberacion de NA por receptores adrenérgicos y
glutamatérgicos del tipo N-metil-D-aspartato (NMDA). Los
experimentos se realizaron en minicortes de LET ventral
superfundidos con Krebs-Ringer-fosfato, La NA liberada se¢
cuantificé mediante HPLC-EC previa concentracion en alimina.

La liberacidn de NA inducida por concenrraciones altas de
K* y dependiente de Ca*? es inhibida por clonidina , agonista
adrenérgico o2, y estimulada por yohimbina, antagonista
adrenérgico a2, La adicidn de NMDA {250 pM) al medio de
superfusién, en ausencia de Mg*?, anmenta significativa el eflujo
basal de este neurctransmisor. Glicina (1 uM) y D-serina {10 uM),
aumentan significativamente la liberacion de NA inducida por
NMDA. La liberacién de NA inducida por K* no se madifica por la
presencia de NMDA en el medie de superfusion,

Los resultados de este trabajo indican que la liberacién de
NA en el LET es regulada por autorreceptores del tipe a2 y por
heterorreceptores glutamatérgicos del tipo NMDA. Ademids
sugieren posibles interacciones entre los mecanismos presindpticos
de modulacion de 1a liberacion de NA.

Financiado por proyecte FONDECYT 686/93.
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CAMBIOS EN LA SENTESIS DE PROTEINAS EN CELULAS DE
RAECES DE Allium cepa 1. INDUCIDOS POR HIPOMET ILACION
DEL DNA. (Protein synthesis changes induced by DNA
hypometilation), Ferrada, D. y Sans J. Depto, Biol Cel
y Gen. Fac. de Medicina, Universidad de Chile.

La metilacién del DNA es unoc de los mecanismos
de control de la eapresidon genica. La admiristracidn
in vivo de S-azacitidina {S5-azaC), anilogo de la
citidina, disminuye el contenido ge 3SmC en e DNA e
induce la expresién de determinados genes.

Utilizando ceélulas de la regién meristematica y
madura de la raiz de A, _cepa L. y con el fin de
detectar genes cuya expresién este controlada por el
grado de metilacidn de su DNA, se estudié la induccién
de cambios en 1s expresién génica, a través del
andl isis de variaciones en el patrén electroforgtico
dge proteinas totales, después de un tratamiento con 3-
azal, que produce una desmetilacidn de alrededor del
30 % de ios residuns de Sm-citosina del DNA.

Los resultados muestran que el  analogo provoca
cambios en el patron polipeptidico tanto en 1a zona
meristematica como madura de la raiz. En el primer ca-
so hemos visto que el anadlogo i1nduce un ligero aumento
en algunos polipéptides y una leve disminucidn en o—
tros.En cambic en la zona madura, se produce un incre-
mentc mas 1mpovtante de algunos polipéptidos. El ana-
lizsis de la sintesis de los polipéptidos por i1ncorpo-
racison de metionina , en  ambas zonas de la raiz,
muestra que existe una correlacidén entre el i1ncremento
cbservadc y la sintes:is de estos polipéptidos.

Los resultades sugieren gue por su  accién
hipometilante del DMA, 5-azalC estaria estimulando la
expresi16n de los genes que cedificarn  para agquellos
polipéptides cuya presencia sSe ve 1ncrementada. En
cambio, en el caso de aquellos polipéptidos que se ven
disminuidos, podria  ser reflejo de la activacién de
gengs cuyos productos actuarian comg represores de los
genes  gue  codifican  a dichos polipéptidas.
Prayecto FONBECYT 92/982.

ANALISIS ELECTROFORETICO DE PROTEINAS ESPERMATICAS ¥
FLUIDO EPIDIDIMARIC DE POTRO. (Electrophoretic analysis
of stallicn epididymal sperm and fluid proteins)
Lorca,C:;Retamal C*;Urzua, J;Lopea, ML, Dto Biologia Cel
y Gen. Serv., Fislopatologia *, Fac.Medicina. U.Chile,
La adquisicién de la motilidad y capacidad fecundante
del espermatozoide se acompafia de modificaciones en la
morfologia, organizacidn molecular y actividad metabd-
lica del gameto. Entre otras, se han descrito diferen-
cias en las cargas de superficie, en la antigenicidad
de membrana, en el contenido proteico y lipidice, gque
son de importancia en la comprensién de los factores
gue influyen en estos procesos. Con el objeto de de-
tectar y caracterizar alguna(s] proteina(s) o glico-
proteinais}) de superficie que se adicicne(n}), pier-
da(n} o modifigue(n) durante el procesc de maduracién
espermatica, se analizaron los perfiles electroforé-
ticos de proteinas de espermatozoides y de £luidas
obtenidos de los diversos segmentos de epididime., Se
utilizaron pardmetros tales como matilidad, localiza-
cion de gota citoplasmatica, y otros para determinar
el grado de "madurez" de espermatozoldes en las regio-
nes de cabeza, cuerpo y cola epididimaria. Nuestros
resultados muestran gque espermatozoides y fluide
epididimario obtenidos de las diferentes regiones de
la via seminal presentan patrones electroforéticos
distintos. Se observaron proteinas de PM 14000, 66000,
70000 gue aparecen o aumentan su concentracién en
espermatozoides de las regiones mas distales de epidi-
dimo. En fluido epidimario, estas bandas disminuyen en
la regidn de la cola epididimaria, excepto la de 70 Kd
gue aumenta. Una proteina de 24 Kd, presente en esper-
mios obtenidos de conducte eferente, disminuye en las
regiones distales de la via seminal. Esta no se obser-
va en el fluido de c.eferente, y aparece en las mues-
tras obtenidas de cuerpo ¥y cola epididimaria. No se
detectarcn diferencias significativas en las muestras
de los diferentes animales estudiados. Se discute la
accidn de estas proteinas y glicoproteinas an el pro-
ceso de maduracién espzrmatica. (DTI.3377-9212)
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EVIDENCIAS QUE SUGIEREN QUE EL INICID DE LA MITOSIS ES
CONTROLADO NEGATIVAMENTE POR UN GEN OQUE SE EXPRESA EN
Gl' {Evidences suggest G gene expression invelved in
negative control of G, to M transition). Concha, M. y
Sans, J. Depto. de Biol. Cel. y Genet. Fac. Med. U. de
Chile. ¥ Prog. Doctorado, Fac. Med., U, de Ch,

Se ha demostrade en células eucaridticas gue el
inicio de la mitosis es regulado por sefales posiiivas
y negativas gue actuan estimulande o inhibtendo este
proceso, respectivamente.

En  experimentos previos hemos demostrado que la
administracién 1na viva de S-azacitidina (J-azaC’) en
Ailium cepa L, estimula la expresién de genes parti-
culares a través de su efecto hipometilante del DNA.

En este trabajo se estudis citolégicamente el efecto
de S-azal 10 "M zcbre la expresién de genes vincul ados
con  la regulacidn del inicio de la mitosis, en una
poblaci16n de células meristemdticas sincrénicas de
Allium cepa L marcadas como binucleadas medrante un
tratamiento con cafeina SmM.

Los resultados muestran gue la administracién de
5-azal durante tods un periodo replicativo no altera
el 1nicio de 1a mitosis i1amediata. Sin embargo, las
celulas que surgen de esta divisién comienzan un nueva
ciclo celular, inician la replicacién del DNA, pero se
ven 1mpedidas de iniciar una nueva mitosis quedando
blogueadas en el periodo Gz. Pesultados similares se
obtuvieron cuando el tratamiento con S5-azal se efectud
por un  tiempo equivalente al primer ¢ segundo tercio
del periogo S5, Este fendémeno no se observé cuando el
tratamiento invelucrd sélo al dltimo tercio.

Los resultados sugleren gue: La entrada en mitosis
estaria regulada negativamente por un gen cuya expre-
sién dependeria del grado de metilacién del DNA: Este
gen estaria codificado en un sector del genoma gue re-
plica probablemente entre el final del primer tercio y
comienzo del segundo tercio del periodo S; Este gen se
transcribiria durante g1 periods G1 r ¥ su producto
final ejerceria su accidn en la transicién Gy -M.
Proyectos Fondecyt 92/962.

EL RECEPTOR DE EGF EN LA IMPLANTACION in vitre DEL
BLASTOCISTO DE RATON (The EGF-R in in vitre implantation
of mouse blastocyst). Mancilla, A., Faidndez, V., Izquierdo, L,
Gonzdlez, A. Depto.Biologia, Faculiad de Ciencias, Universidad
de Chile y Deplo.Inmunologia Clinica y Reumatologia, Facultad de
Medicina, P. Universidad Catdlica de Chile.

Existen cvidencias que sugieren un rol del factor de crecimiento
epidérmico {EGF) en la diferenciacion del trofoblasto humano. En
ratén, el proceso de implantacion y diferenciacién tiene
caracierislicas distintas que pueden ser analizadas con respecto a los
efectos ¢el EGF en un sistema in vifre, Los blastocistos de raton
cultivados "in vitro" er un medio con sucro sc despojan de la zona
pelicida, se adhieren al subsiralo y cl trofoblasio se extiende y
poliploidiza, procesos quc remedan la implanlacion in tiero.

En los embriones cultivados durante 3 dias con suero y
EGF se observé un cambio morfoldgico caracterizado por nuiclees
muy prominentes en las células gigantes del trofoblasto. Este efecto
es especifico, ya que fue inhibido por un anticuerpo anu-EGF.
Ademds, en los embriones implantados sc detectd el receptor de
EGF (R-EGF) mediante experimentos de "cross-linking” y union
de radioligando. Ensayos de fosforilacién e inmunoprecipitacion
con anticuerpos antifosfolirosina mostraron  fosfortlacidn del R-
EGF inducida por su ligando, indicando que el receptor estaria
activo en esta elapa del desarrello. La actividad titosina quinasa del
receptor parcce afectarse por el estado de diferenciacién del
trofoblasto, ya que disminuye cuando la implantacidn es inhibida
experimentalmente. Los resultados sugieren que las reacciones de
fosforilacion en tirosina mediadas por el R-EGF podrian ser
importanies en la diferenciacién del trofoblasto de mton.

(Financiado por los proyectos FONDECY T 0838-91 y 1930596, v
por el Dpto.Posigrado v Postitulo, U.de Chile, Beca PG-089-G3),



ESTABLECIMIENTO DEL PRIMER EPITELIO EN EL
EMBRION DE RATON. (Establishment of the first
epithelium in the mouse embryo). Pey, R.*% &
Izguierdo, L. Dept. de Biclegia, Facultad de
Ciencias, Universidad de Chile.

Uvomorulina es una glicoproteina de
adhesién celular dependiente de calcic gue en
cé&lulas MDCK Y en fibroblastos induce
polarizacién estableciéndose un epitelio.

En el embrién de ratén, al estado de 8
células y durante el proceso morfogenético de
compactacién, uvomorulina se regicnaliza en los
contactes celulares al jgual gque fodrina,
mientras gue actina permanece homogéneanente
distribuida en el coértex. Es el comienzo de la
determinacién del trofoblasto.

La compactacidn es imprescindible para la
blastulacién., Cuandes el embrién cavita, las
células externas se diferencian y se establece
el primer epitelio. En este estado se pierde la
coleocalizacidn completa de uvomorulina (se
chserva s6lo en les contactes celulares, pero
excluida de las caras apical y basal) y fodrina
(se observa en los contactos celulares y ademas
en la cara basal, perc excluida de la cara
apical) en las c¢élulas trofoblasticas mientras
que se conserva en las de la masa celular
interna que aun no estan diferenciadas; ademas,
no se chservan diferencias en la distribucidn de
«tina entre esos dos tipos celulares.

Financiado por U. de Chile y FGNDECYT Proyectos
90-0002 y 0838-91.
# R. P. fue becario de P. U. Catélica de Chile,
grant RF 88077-B.

ONTOCENTA DE LA AETILCOLINESTERASA EN Concholepas
concholepas (Acetylcholinesterase ontogeny in
Concholepas concholepas). Campos E.0Q., Rodriguez S. e
Inestrosa N.C. Departamento de Biologia Celular y
Molecular, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Pontificia
Universidad Catdélica de Chile, Santiago.

La acetilcolinesterasa (AChE) es la enzima que
degrada a la acetilcelina en la sinapsis colinérgica.
Hemos estudiado esta enzima durante el desarrelle del
muricido . concholepas, etapa larval, metamorfosis,
estado Jjuvenil y finalmente estado adulto. Para ello
se han analizado tante la AChE como la
butirilcolinesterasa {BuChE) en geles de
poliacrilamida no-denaturantes y gradientes de
SACALOSA. -

Buestros resultados indican gque durante el
desarrollo de este molusce la asctividad de la AChE
aumenta 2000 veces desde huevo a Jjuvenil; gque existe
una relacidn inversa entre las actividades de la AChe
¥ de la BuChE (0,3 en huevos a 2,5 en reclutas); que
de la BuChE exlsten en el comienzo del desarrollo las
formas G2 y G4 ¥ luego solo permanece en el juvenil la
forma G2; que de la AChE en un comienzo estd presente
sélo la forma molecular G2 y posteriormente aparece
una segunda forma (G4) la que es inducida luego de la
metamorfosis, patrén gue se mantiene en juveniles.

Estos resultades han permitido establecer el patrén
de la ontogenia de la AhE en C. concholepas,
incluyendo el hallazgo de cambios significativos en la
actividad, en las razones AChE/BuChE y en las formas
moleculares de la enzima.

LA ACFTILOOLINESTERASA DE CEREBRO DE MAMIFERO:
ESTUDIOS ESTRUCTURAL Y FUNCIOMAL (Mammalian brain
acetylcholinesterase: structural and  functional
studies). *Moreno R.D. & Inestrosa N.C. Depto.
Biologia Celular y Molecular, Fac. de Ciencias
Biologicas, P. Universidad Catélica de Chile.

La acetilcolinesterasa f{AChE) es la enzima gue
hidroliza al neurotransmisor acetilcolina. En el
sistema nervioso central de los mamiferos la enzima
es un oligémero de 4 subunidades cataliticas al que
se asocia en forma covalente un pelipéptido
nidrofébico de 20 kDa. Durante el desarrollo
embrionarioc se ha detectado la presencia de un
mondmero con parametros cinéticos distintos a los
establecidos para la enzima adulta. Estamos
interesados por lo tanto, en estudiar aspectos
estructurales y funcicnales de la AChE durante el
desarrollc de mamifercs. Para ellc se analizard su
expresion y ensamblaje durante el desarrolle in vivo
e in vitro utilizando cultivos primarios de neuronas
Y la expresiéon de mRNAs de origen cerebral en cocitos
de X. laevis. Asimismo, se realizard un estudio de
los parametros cinéticos de cada una de las formas
moleculares de la AChE involucradas en la biosintesis
de la forma tetramérica, frente a distintos tipos de
inhibidores. Hemos coemenzado estos estudios
identificando el dominio de interaccién de la AChE
con la membrana plasmatica. En esta presentaclon se
discutirdn los experimentos preliminares sobre 1la
interaccién de la AChE con liposomas de distinta
composicién y el comportamiento que presenta la
enzima frente a distintos tipos de inhibidores.
Financiado por FONDECYT 0651/51. *Becario CONICYT.

PRESENCIA DE LA ACTIVIDAD ACETIL CoA HIDROLASA EN
PEROXISOMAS DE HIGADO DE RATA. (The presence of acetyl
CoA hydrolase activity in rat liver peroxisomes). Herrera, R. y
Leighton, E. Lab. de Citologfa Bioguimica y Lipidos, P.Universidad
Catdlica de Chile.

En mamiferos la enzima responsable de la generacidn de acetato
a partir de acetil CoA es la acetil CoA hidrolasa, descrita en mitocondria
y en citosol. En este trabajo informamos la presencia de la actividad
acetil CaA hidrolasa en peroxisoma de higado de rata.

La localizacion de esta enzima en peroxisoma se hasa en la
distribucidn de la actividad después del fraccionamiento subcelular del
homaogeneizado de higado de rata. Los resultados contirman que esta
actividad se encuentra presente en mitocondria y en la fraccién citosdlica.
La acetil CoA hidrolasa mostrd ser sensible a nucledtidos, siendo las
enzimas peroxisomal y citosdlica activadas por ATP y la hidrolasa
mitocondrial inhibida.

Ciprofibrato, un proliferader peroxisomal, indujo la actividad
hidrolasa cuatro veces. Este efecto se observd en homogeneizados de
higado, en la fraccidn rica en peroxisomas y en peroxisomas purificados
por gradientes de densidad. En el grupo de ratas alimentadas con la
droga, la actividad acetil CoA hidrolasa citosdlica se encuentra aumentada
con respecto al grupo control.

Al medir la actividad hidrolasa en los homogeneizados de higado
de rata control a 4°C y a 20°C, en presencia de ATP, se encontré que
la actividad es mayor a 20°C. En ratas tratadas con ciprofibrato no se
observé cambio en la actividad de esta enzima a esas temperaturas.

En este esmdio se presentan resultados que sugieren que 1a acetil
CoA hidrolasa que hemos detectado en peroxisomas es una enzima
inducible y que presenta caracteristicas similares a la cjtosclica en su
respuesta a ATP y termo sensibilidad.

{Financ. Fondecyt 017/93 y Juvenile Diahetes Foundation International)
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EVALUACION DE NOYEDOSOS FACTORES DE RIESGO
ATERQGENICO EN HOMBRES CON DIAGNOSIS
ANGIOGRAFICA Y COLESTEROL PLASMATICO MENOR DE
240 myg/dl. (Evaluation of novel atherogenesis risk factors in men with
angiegraphic diagnosis and less than 240 mg/dl plasma chalesterol).
Leighton, F. Arteaga, A, Guasch,V., Canaldn L., Marlnez,A.,
Pullak,F., Acosta,A.M., Miguel,A., Rojas, L., Castro,C., Solis de
Ovando,F., Barriga,C. Lab. Citologia Bioquimica y Lipidos, Fac.Ciencias
Biuldgicas, Lab. Nutricion y Lab. Cardiologfa, Fac. Medicing, Universidad
Catdlica de Chile.

De 1836 sujetos sometidos a angiograffa coronaria, se
seleccionaron 81: hombres, no diabéticos, sin enfermedades agudas o
cronicas, sin tratamiento con drogas ni cambios recientes en el estilo de
vida, con edad entre 35-65 afios y colesterol total en el plasma menor de
240 my/dl. El grado de aterosclercsis coronaria fue cuantificade segdn
Gengini. Lesiones coronarias se eacontraren en 50 de Ios 81 sujetos. Se
realizaron 85 mediclones, incluyendo factores de riesgos conocidos,
presuntivos y posibles, La evaluacién estadistica de los datos incluyd
andlisis univariado y regresidn logistica stepwise. Los dos grupos no
mostraron  diferencias en edad, (ndice de masa corperal, presidn
sanguinea y hibitos de fumar. Tampoco hubo diferencias en los niveles
plasmiticos de insulina, triglicéridos, colesterol LDL y total, apo A1, apo
B. Lpfa), y CETA. En el grupe de arteroesclerosis; colesterol HDL fue
mds hajo, 33.7 v 39.7 mg/dl {(p=0.013); Iz razén colesterol total/HDL
fise mds alta, 6.41 vs 5,27 (p=0.005); 1a razén apoB/apoA | mds alta, 1.0
vs 0.87. Se realizé la evaluacion de otros posibles factorgs de riesgo
come deidos grasus de plasma y RBC, DMA de plasmalégenos,
antioxidantes liposolubles e hidrosolubles, grupos SH, ceruloplasmina,
fierro plasmdtico, capacidad de unir fierro en el plasma y ferritina, Las
diterencias estadisticas mds notables observadas en el grupo con
arteroesclerosis coronaria fueron: HDL disminufda, capacidad para unir
fierro en el plasma aymentada, mds 16:1w7 2n plasma. menos 18:1w9en
¢l plasma, razén plasmdtica 18 1w9/18:1w7 disminuida (descrite en la
inhibicién de la delta-? desaturasa en ratas), 22:5w3 del plasma
disminuido, y 183w de gldhulo rojo aumentado. Estos resultados
confirman, para este grupo de hombres, el rol "protective” de colesterol-
HDL v sugiere un rol para la delta-9 desaturasa, no asf para fierro
plasmitico en aterogénesis. (Financ Fondecyt 732/91 y 98/92).

MECANISMQ DE INHIBICION DE PROTEINA QUINASA C
FOR PALMITONL-CARNITINA. (Mechanism of Protein Kinase C
inhibition by palmitoyl-carnitine) Hidalgo,P., Cardenas,L, Morales,
MN. y Bronfman, M. Departamento de Biologia Celular y
Motecular, Fac. de Ciencias. Biologicas, P Universidad Catélica de
Chile.

La proteina guinasa C {pgC) es el protagonista de una de las vias
de transduccién de sefiales celulares, que es modulada por el ien
calcio, fosfolipidos (fosfatidilserina) v diacilglicerof. La activacion
de 1a enzima esta, aparentemente, ligada a su translocacién desde el
citosol a ta membrana En nuestro laboratorio hemos descubierto
otras moléculas moduladoras de la actividad de fa pgC. los acil-
Coenzimos A (act-CoA) de acidos grasos de cadena larga Ins
cuales, potencian a la pgC. Hemos también demestrado que los
derivados-CoA de diversos carcinogenos no genotoxicos, que se
forman tanto in vitro como in vive, potencian a la pqC de la misma
manera que sus analogos naturales. El mecanismo de activacion esta
basade en una disminucién de los requerimientos de la enzima por
fosfaridilserina, inducida por acil-CoAs. Por oira parte, la pgC es
inhibida por palmitoil-carniting, uno de los intermediarios
metabolicos que, en 1a célula, se encuentran en equilibrio con los
acil-CoAs mediante la accion de las acil-CoA camitina acil-
trasferasas. En este trabajo se estudio el mecanismo molecular de
esta inhibicion, asi come la importancia del grupo acil de las acil-
carnitinas en el efecto inhibitorio. Se encontro que las acil-carmitinas
solo afectan los reguerimientos de la pqC por fosfatidilserma. Se
encontrd ademas, que para que el efecto inhibitorio se manifieste, el
grupo acil de la camitina debe tener una estructura hidrocarbonada
lineal. Estos datos complementan los estudios de activacién por
acl-CoA Dado gue ambos tipos de compuestos existen como
intermediarios metabdlicos podrian  participar en la regulacion
nermal de la pqC in vive (Financiado: Proyecto Fondecyt 800-92)
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HIDROLASA DE ESTERES DEL COENZIMO A CON CARCI-
NOGENOS NO GENOTOXICOS. DISTRIBUCION SUBCELU-
LAR EN ESPECIES QUE RESPONDEN A PROLIFERACION
PEROXISOMAL Y QUE NO 1.O HACEN. (Hydrolase activity on
non genotoxic carcinogens acyl-coenzyme A esters. Subcellular dis-
teibution in peroxisomal proliferation-inducible a non inducible spe-
cies) Urrea, R.. y Bronfman, M. Departamento de Biologia Celular y
Molecular, Fac. Ciencias Biclogicas, P.Universidad Catolica de Chile.

Existe una amplia variedad de xenobidticos con actividad carci-
nogénica no genctoxica gue inducen una serie de efectos metabdlicos
en animales de experimentaciom, los que incluyen proliferacién pero-
xisomal Dado que la proliferacién peroxispmal inducida por estos
compuestos, es un fendmeno especie especifico, existe interds en
evaluar los efectos de estas drogas en especies en que no hay induc-
cion peroxisemal, entre ellas 1a humana, con el fin de evaluar el riesgo
de exposicion a estos xenobidticos que incluyen diversas drogas,
plastificantes, agroquimicos y olros contaminantes ambientales. En
nuestro laberatorio hemos demostrado que estos compuestos son
biotransformados por ta célula en tioésteres del coenzimo A (acil-
CoAs) y hemos postulado que sor estos derivados los farmacolégi-
camente activos. Estos xenobioticos-CoA son formados por especies
que responden con proliferacion peroxisomal (rata) y especies que ne
responden (cuy, humanos). Dado que los niveles intracelulares de es-
tos compuestes dependen tanto de la velocidad de sintesis como de la
velocidad de degradacion, en este trabajo hemos investigado la locali-
zacién subcelutar v actividad de la hidrolasa de xenobidticos-CoA
utiizando como modelo ciprofibroil-CoA. Se investigd ademas la ac-
tividad y localizacion subcelular de la enzima en ratas y cuy tratados
con la droga, ya que se ha descrito que la enzima, utilizando palmi-
toil-CoA como sustrato, seria inducible. Los resultados sugieren que
fa distribucion subceiular no cambia radicalmentie de una especie a Ja
otra, existiendo en ambas especies un aumento de la actividad en los
ammales tratados (Financiado: Fondecyt 800/92)

ESTUDIO DE LA BIOSINTESIS Y PROCESAMIENTO
DEL MATERIAL SECRETORIO DEL ORGANO
SUBCOMISURAL.

(Study of the biosynthesis and processing of the secretory
material of the subcommissural organ). Nualart, F., Rodriguez
E.M. Instituto de Histologia y Patologia, Facultad de Medicina,
Universidad Austral de Chile.

El 6rgano subcomisural (OSC) es una gidndula cerebral que
sintetiza glicoproteinas, las que son liberadas al Hguido
cefalorraquideo (LCR} donde se condensan formando una
estructura conocida como fibra de Reissner (FR).

Extractos de O8C y FR de bovino estdn siendo usados para:

(i) purificar y caracterizar el material secretorio y sus
precursores; {ii) obtener  anticuerpos  policlonales; (Gii)
realizar mapas tripticos de FR; purificar y secuenciar algunos
péptides y obtener anticuerpos  especiticos contra ellos;
(iv) estadiar la biosintesis del material secretorio en
explantes de OSC de bovino y en cocitos de Xenopus laevis
microinyectados con mRNAs purificados de OSC.

El uso de diferentes sueros contra ¢l material secretorio

del OSC sugiere la existencia de dos precursores de 540 kDa
y 320 kDa. Estas moléculas serian procesadus y liberadas al
LCR para formar la FR, 1a cual estarfa constituida al menos
por & polipéptidos N-glicosilados, siendo el mds constanie
una molécula de Mr aparente de 450 Kda; estos polipéptidos
formarian un complejo de mayor Mr, estabilizado a través de
puentes disdlfuros. Los resultados obtenidos en cultives de
explantes de OSC sugieren que parte del material secretorio
permanece soluble en €] medio al cual es liberado y este sena
diferente al que constituye la FR.

Actualmente se estd realizando la extraccién y purificaciin
de mRNA de OSC, sintesis en lisado de reticulocitos y sintesis
de cDNA.

Financiado por Proyectos Fondecyt 91- y 1930398 y por Dir.
Investigacién y Desarrollo Proy. 5-92-03 U.A.Ch.



{DENTIFICACION DE UNA  GLICOPROTEINA CANALICULAR LFLECTO DE SALES BILIARES DE DIFERENTE HIDROFOBICIDAD

ASOCIADA AL TRANSPORTADOR  VESICULAR DE LiPIDOS i‘;ﬁiig}%ﬁ’}i?ﬁ ?gﬁ:ﬂ?[MBFANé%] EN %{A COfL‘Effl;ASIﬁ:
; ; ; ; “ELU . L o ile salts o ifferen
BiUARES‘ ( |dent1f]cat1°n ) 9f a Qahailcular glycop’rwotem hydrofobicity on membrane proteins in hepatocellular
associated to vesicular biliary lipid carrier). NofezL cholestasis) _Figueroa C., Pizarro M., Solis N. v Accating L.
Amigo, L., Rigotti, A, Puglielli, L. v Nervi, F. Depto Gastro- Depto. Gastroenterologia. Facultad de Medicina.
enterologiaFacultad de Medicing, P Univ. Catolica de Chile. P-UmL;‘;rssaﬁdbiﬁ:gwéBd)e dChﬂe'd H;arrgcmloilf-‘:irrri%oby-laad
o : ; - ; ; , dependiendo de su hidrofobicidad,
E] FOiESterOI bll_l?:_lr se transporta en micelas mixtas (fos- pueden sclubilizar protemag integrales como ectoenzimas,
folipidos, sales biliares) y la mayor parte en forma de ve- vincuiadas a procesos de conservacion de solutos, desde la
siculas unilamelares de fosfolipidos. Asociadas a las vesi- membrana apical dei hepatocito; se desconoce si este proceso
culas existen glicoproteinas hidrofobicas de 62,66, 114 y tiene un rol patogénico en la insuficiencia secretora
R R ; hepatica {colestasia). Se estudit la accion de SB de diferente
13C kDa. Algunas de estas glicoproteinas podrian servir hidrofobicidad:rauroursodeoxicolate (TUDC)< tauracolato (TC)
come marcadoras de 1a ruta de transporte intracelular del < tauroquenodeoxicolato (TQIC}, sobre la secrecion biliar de
precursor vesicuiar. Resuitados previos mediante inmuno- las ectoenzimas de la membrana canalicular, fosfatasa
citoguimica y western blot indican que el anticuerpo alcalina (FA) y y-glutamiltranspeptidasa (GGT), en ratas
. e controles y con colestasta provocada por etinilestradiol. Con
preparado contra la gap 130 kDa da una marcacion especifica la técnica del higado aislado v perfundido, en ambos grupos
en la membrana canalicutar dei hepatocito. Por esta razon de animales se infundieron cantidades crecientes de TUDC,
se identificd 1a gp 130 mediante secuenciacién amino- ch - T%Pcv}asefrffiﬁn biliar da FAg)é GGST;E Corrteiagioné en
idi A 0 a neal {on lLa secrecion £ N obre esta ase, a
acidica amino termlnall . Se gncontrp que esta gp corres- secrecion maxima de FA por nmol de SB excretada en el
ponde a la enzima leucina aminopeptidasa (LAP), la que se grupo control para TUDC, TC y TQDC fue: 0.003, 0.02 v 0.09,
ukica como proteina de transmembrana en el dominio respectivamente. En el grupo colestasico, estos valores
canalicular del hepatocito, Al separar la fraccion micelar 5‘;‘]331‘_’;‘ p(;faog'c,g'éﬁéi Oriﬁo ﬁ;@i??&ﬁoﬁsonﬁf’%afg%'?i
de la vesicular: mediante ultracentmfug;cmn de bilis y en loslrarados:O.GS.gO.Sy1.17.lasecrecic')n bmardgesm
nativay filtracion en columnas , se encontrd un S0-70% de enzimas en ia colestasia fue mayor con TQDC y TC, respecto al
LAP y de su actividad enzimatica en las vesiculasla grupo control; en cambio, can TUDC (la SB mas hidrofilica
existencia de esta enzima acliva y 1a presencia de su utitizada) no hubo diferencias entre ambos grupos. Tanto en
: . o controles como ¢n tratadas la mayor excrecién por nmol de
extremo amino term,lnai citoplasmico indican que LAP es SB para ambas enzimas se encontré al infundir TODC, la S8
secretada en forma integra hacia la bilis. Estes resultadoes mas hidrofobica. En conclusion, en ratas con colestasia por
sugieren que e} precursor vesicular de los lipidos biliares ?fitﬂile:lfm%i‘ﬂl hay 1-11'1:1 mayor ?lbéli??nd df: E_Sttas lirotEiI_l?S
iqinari i integrales de la membrana apical del hepatocito a la accion
se originaria  en el interior del ‘hepatocno, legando a 1a solubilizadora de SB hidmmbi?as como TQ%C o TC. En cambio,
membrana canalicdlar se fusionaria a ella ¥ por un proceso TUDC que no modifica la excrecion biliar de enzimas, tendria
de yemacion se libera al canaliculo biliar levando consigo un efecto protector en la colestasia hepatocelular.
alaenzima LAP (FONDECYT 0833/90) (Proyecto FONDECYT 739/92)
LOCAL IZACION DE PROVEINGS DE MEMERANA FIROXISUMAL Y "ESTULLO DE LAS POLIMERASAS DE Trypanosoma ©ru-
LISOSOMAL. EN AFECCIONES GFENETICAS HMANAS E LA %zi ( Study of Trypanosoma cruzi DNA polymerasa)
BIOBENES]S PEROXISOMAL.  (Localization of  peroxisomal Vénegas, J y Solari, A,
and lysosomal membrane proteins 10 human  genetic Departamento de Bioguimica, Facultad de Medici-
disarders of peroxisome hiogenesis) M.E. Kawada y na Univercidad de Chile.
Santos, M.J. Departamento Biologia Celular v T. cruzi es el agente etioldgico de una de las
Molecular, P. Wniversidad Catelica de Chile. mas importantes enfermedades parasitarias gue
El prototipe de afeccitn genética humana gue afectan el continente americano. El estudio de
involucra la biogenesis de los peroxisomas es el la maguinaria replicativae del parasito podria
Singrome  de Zellweger (57). Existe wa gran aportar importantes antecedentes en la busgueda
neterogeneidad genética en este  sindrome, habiéndose de nuevos blancos quimioterapéuticos. En este
descrito mas de & grupos de complementacion distintos. trabajo se presenta la purificacién y caracte-
Nosotros describimos  la presencia de  fantasmas de rizacion bioguimica de tres DNA polimerasas
membranas peroxisomales ('peroxisomas  vacios") en procedentes de la forma proliferative cpimasti-
celulas 57 de un grups de complementacidn. Estos gote, las cuales se denominaron DNA polimerasas
fantasmas no colocalizaban con lisosomas  (Santos et A,B v C., La primera de estas enzimas fiue exten-
al., OSclence 239:157&6, 1988). Ello nos permitio samente purificada obteniendose una preparacidn
sugerir gue en estas células, no ocurria una remocion de alta actividad especifica y qgue, al ser a-
acelerada de los  peroxisomas malformados por el nalizada en geles de poliacrilamida en condi-
sistema autofagocitico celular., Recientemente, ciones denaturantes, presenta bandas de prote-
analizando células 82 de un grupo de complementacicon inas de peso molecular aproximado 4% 000, 32
diferente, =se ha sugerids la presencia de  un 000 y 30 000. Estudios de sedimentacidn en gra-
porcentaje signifirativo de fantasmas peroxisomales en dientes de glicerol, andlisis de perfiles elec-
vacuolas autofagociticas (Heikoop et al., Eur.J.Cell troforéticos y estudios de deteccidn de activi-
Biol. 57:165, 1992). dad DNA peolimerasica "in situ" mostraron que
Con el fin de evaluar la localizacion celular de la DNA polymerasa A corresponderia a la banda
antigenos peroxisomales y lisosomales en células S5Z de de 45 000. Para analizar el papel funcional de
los distintos grupos de complamentacicon descritos, esta enzima en el parésito ¥ su relacidn con
realizamos  dable  immunofluorescencia  indirecta con las otras DNA polimerasas alsladas, se proce-
anticuerpos  policlonales contra las proteinas de did a la obtencidn de anticuerpos en contra de
membrana peraxlsomal y anticuerpos monoclonales contra la DNA polimerasa A. Los resultados de "Wes-
una proteina de membrana  lisoscmal. Utilizamos tern blotting" e inmunoprecipitacidn apoyan lu
segundos anticuerpos marcados con fluoresceina y  con idea que esta enzima seria una entidad molecu-
Texss—Red. Los resultados maestran que  en las lar diferente de las otras DNA polimerasas pu-
distintas células analizadas, emn condiciones basales rificadas. Por otro lado, los anélisi§ de "Wes-
{sin perturbar su autofagocitosis normal), la mayoria tern blotting” revelan gque la DNA polimerasa A
de las proteinas d=  membrana peroxisomal no tambien estaria presente en la forma no proli-
colocalizan con las pruteinas de membrana lisosomal. ferativa tripomastigote del parasito.
Financiado parcialmente por FONDECYT B24/92 Financiado por DTI { Departamento Técnico de

investigacidén, U. de Chile) y PRYEC. FONDECYT
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CAMBIOS EN EL CONTENIDC DE PROTEINAS Y LIPIDON
DURANTE LA GERMINACION DFE SEMILLAS DE A. CAVEN
(MOLE). (A. caven (Moll) seeds: changes in the
protein and lipid content during germinationt}.
*Q'Reilly 8., +Palma B.. *Erazo 5., *Robledo M.
¥ ++Men s _P. #*#Institutos de Quimica ¥ de
+Biologia. Univesidad Catolica de Valparaiso.
++M.K. Lab., Midwestern Universily, Chicago.
{Patrocinio: Reyes, J.)

Acacia caven o espino, lcguminesa amp|iamen-
te distribuida entre los rios Flgui ¥ Bio-Nio,
presenta gran reaistencia a la sequia v oa la
salinidad del suelo, por Io gque es potencialmente
un elemento reforestador ante el empobrecimiento
de la vegetacian natural. Es ademds, un elemento
energética y complemento alimenticieo para cf
panado ¢n poblaciones rurales.

Dada la variedad de ambientes que tolera es
importante conocer el desdoblamiento de wmateria-
les de reserva durante tos primeros dias de
germinaci6n. Las semillas de A. caven fueron
recolectadas en la zona de Limache (V Repidnl.

Los resultades, expresados por par de coti-
ledones, muestran entre los 0 y 7 dias de permi-
nacidn, upa disminucidn del contenido praoteico
(dia 0 = 24,75mgr, dia 7 = 10,4imgr). acompafada
de up aumento de proteinas solubles., Durante este

periodo disminuye el nitrégenc total (dia 0 =
4,73mgr, dia = 3,32mgr) ¥ aumenta ¢l nitrdgeno no
proteico (dia 0 = 0,%7mgr, dia 7 = |,65mgr}. Lo

anterior implica hidralisis proteica y posible
movilizacidn de los productos desde los cotiledo-
nes al eje en crecimiento. En las semillas dor-
mantes se encuentran los &cidos linoleico 44,6%,
oleico 31,0%, estedrico 11,3% y palmitico 13,2%:
la distribucién al séptimo dia es 56,8%, 24,0%,
6,8% y 10% respectivamente. La pérdida de lipidos
{dia 0 = 7,0mgr, dfa 7 = 2,imgr) y el cambio Jde
los porcentajes relativos de los &cides prasos ¥
de los fosfolipidos muestran una posible deprada-
ci6én, transformacidn lipldica y/o movilizacidn

Financiado por DGI, UCV.

EDUCACION BIOQUINICA EN MEDICINA: DESDE UNA QUINICA BIOLO
GICA A UNA BIOLOGIA QUIMICA.-

Dr. A.C.Foradori - Lab. ledicina Nuclear-Centro de Diag-
néstico-Fac. de Medicina P.Univ.Cat6lica-Santiage {Chile)

La Bioguimica en su acepcidn vigente es una Ciencia Reduc
cionista de alcances muy vasteos que requiere una gran ca-
pacidad de sintesis cuandc se enfrenta a problemas conere
tos de la Medicina. Por otre tade €3 muy dificil man-
tenerse al dia salve en una actividad puntual. Estos dos
aspectos hacen gue la Docencia de Bioguimica para el Es-
tudiante de Medicina sea un constante desafic. Habitual-
mente el proceso educativo bloquimico se iniciaba a nive!
descriptivo de las moléculas monoméricas fundamentales pa
ra posteriormente evaluar sus modificaciones, sintesis de
poelimerss y regulacidn con énfasis en los sistemas auto-
regulados. La integracidn de éstas funciones Biocquimicas
hasta la ¢élula, el telido o el Organc se dejaban a cur-
s0s posteriores © lisa y llanamente no se planteaban. En
las Gltimas décadas se publicaron magnificas sintesis
del conocimiento Biogquimicague partiende desde un nivel
muy guimico o fisicoquimico lliegaban a un andlisis concep
tual de un problema médico gruesc come el Cancer Humano:
The Molecular Biology of the gene {Watson, Hopkins, Ro-
berts, Steitz, Weiner) 198&., En forma similar se publicd
ur extensc tratadc de Citologia fuertemente impregnade de
EBioguimica "guimica": The Molecular Biclogy of the Cell
[Alberts-Bray-Lewis-Ratt-Roberts-Wat=son} 1989. La Facul-
tad de Medicina de La U. Catdlica en éste contexto solici
té 8 la Fac. de Ciencias Bioldgicas en 1991 la integra -
cidén de los Cursos de Bioguimica y Citologia en una sola
actividad Docente. Las caracteristicas del Curso integra-
do actual, bajo la Direccidén del Dr. F. Leighton, serdn
presentados para su discusgidn: Se destaca el uso intensi-
vo de un texto integrado de Bicquimica y Citologia, el
uso frecuente de la resclucidn de problemas cuantitativaes
¥ la revisidn sistemitica de publicaciones periédicas re-
levantes en su formato origina. Ademds se establecid un
cazlendario de Profesionzales invitados que enfatizaron ia
irtegracidn del conocimiento.
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EVOLUCION IN WITRO DE ACTIVIDAD ENZIMAYTICA MEDIANTE
MUTAGENESIS COMBINATORIA. (In vitro evelution of enzymatic
activity through combinatorial mutag is). Osuna, J, Flores H
Viadiu_H., Munqula M. E. y Soberdn, X. Institufo de Bictechologia,
UNAM, Aptdo. Postal No.510-3, Cuemavaca, Mor. 62271, México.

La utihzacién de matodologia de DNA recombinante ha tenido un gran
ir1pacto en el estudio de la relacion estructura-funcidn en protelnas.
Dentro de los diferentes enfoques que se han desarrolladc, en nueatro
{aboratorio he mos optado por ! ssquema de mutagénesis combinatoria,
en el cual se infroducen cambios simulidneos en varios residucs de una
protelha, a tasas controladas. La hipdtesis que subyace a ia utilizacién
de este esquemna, consiste en suponer que la compleja red de
interaccionas qua se astablacen en los sitios ectivos de proteinas
requieren la contribucidon de varios residuos que se influyen
mutuarnenta. Los mecanismos por los que el sistema inmune genara
tepertorios de sitios de combinacién y los que se cbservan en Ia
evolucion de las proteinas en general, sugieren gque una misma
arquitectura protéice es capaz de adaptarss a varias funciones y que
estas funciones pueden aparecer a través de variaciones en zonas
aledafas en el sspacio tridimensional.

Como un primer paso en la gensracion de actividades novedosas, a
partir de proieinas naturales, hemos aplicado esquemas de mutagénesis
combinatoria A protelnas modelo, tales como B-lactamase y
endonucleasa Ecofli. Empleamos DNA sintético, reaccitn en cadena
de Polimerasa (PCR) y electroporacion, para oblener bibliotecas
mutantes con las médximas eficiencias alcanzables. Posterlormente,
utilizamos sistemas de ensayo simple o seleccion para detectar
mutantes con actividades interesantes.

En los dos sistemas estudiados, se han sncontrado mutantes que
revelan aspectos relevantes sobre la espedificidad y ! mecanismo de
catdlisis y que no podrian haber sido aisladas mediante ofros enfoques.
Hemos encontrado mutaciones muitiples, con efectos no aditivos que
revelan fa redundancia en la determinacion de la especificidad de
EcoRl. Enel caso de B-lactamasa, hemos descubierto nuevas mutantes
activas contra celalosporinas de 3a. generacion, asi como variantes
activas de residuos cataliticos.

MODIFICACION QUIMICA DE RESIDUOS DE ARGININA Y
LISINA DE LA CARBOXIQUINASA FOSFOENOLPIRUVICA
DE E. coli (Chemical modification of arginyl
and lysy!l residues in E.coli phosphoenalpyru_
vate carboxykinase). lBazaes, 5., *Silva R.,
2Gpldie, H.. 2Cardemil, E. ¥ ®Jabalguinto, A.M
Departamentos de Quimica, *UMCE, 2USACH, Chiie
v *Universidad de Saskatchewan, Canada.

Experimentos previos han indicado que la
carboxiquinasa fosfoenolpiruvica (PEPCK) de E.
coli a diferencia de todas las PEPCKs estudi-
adas., no contiene grupos sulfhidrilos reacti-
vos., Como parte de una investigacidén dirigida
a obtener informacioén estructural de las
PEPCKs dependientes de ATP, se estudia la
reactividad de residuos bdésicos.

La enzima es inactivada por 2,3-butancdiona
y pirenoglioxal, reactivos dirigidos a resi-
duos de arginina. Los sustratos ADP mas PEP en
presencia de Mn2+, protegen a la enzima de la
inactivacién por las dionas. La inactivacidn
completa de la enzima se correlaciona con la
incorporacidén de 1 mol de pirenoglioxal por
mol de enzima. Por otra parte, el piridoxal 5-
fosfato también produce la inactivacién de la
enzima con una estequiometria de 1 mol de
reactivo incorporado por mol de enzima. La
inactivacién es prevenida por los sustratos
ADP o PEP en presencia de Mn2*. Estos resul-
tados apoyan la presencia de residuos funcio-
nales de lisina y arginina en la PEPCK de E.
coli.

Actualmente se trabaja en la identificacion
del residuo de lisina.reactivo.

Financiado por DICYT-USACH, FONDECYT 91-0446 y
DIUMCE (M $2-05.
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LA LIMITACION DE FOSFATO AFECTA LA EXPRESION
GENICA GLOBAL EN Thiobacilius ferrooxidans. (Phosphate
limitation affects global gene expression in Thiobacillus
ferrooxidans)._Seeger, M. y Jerez, C.A. Departamento de
Bioquimica, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

T. ferrooxidans participa activamente en el ciclo biogeoquitnico
del hierro. El fosfato (Pi} es un nutriente esencial, que puede
estar en forma no biodisponible, lo cual podria afectar
seriamente la actividad de este microorganismo. En el presente
estudio, se caracterizaron los cambios globales en la sintesis de
proteinas de T. ferrooxidans en respuesta a la hambruna de Pi
(Seeger, M, and Jerez, C.A,, 1993, FEMS Microbiol. Lett.
108: 35-42; Seeger, M. and Jerez, C.A., 1993, Geomicrobiol,
J. 10: 227-237). Para localizar algunas de estas proteinas, s¢
empled yodacién de la superficie celular y andlisis de la
membrana externa. Mediante electroforesis en  geles
bidimensionales se observéd que al menes 23 protefnas alteraron
su sintesis en hambruna de Pi, La marcacion de células enteras
con "I sugirié que varias de las proteinas desreprimidas en
hambruna de Pi estarfan expuestas en la superficie celuiar. El
fraccionamiento subcelular demostré que €stas se encuentran en
la membrana exiermna.

Las proieinas desreprimidas por carencia de Pi pueder formar
parte del sistema de captacion de este nutriente en 7,
ferrooxidans.

Financiado por FONDECYT 91-1010, UNIDQ, ICI, SAREC
y Universidad de Chile.

EFECTOS DE INHIBIDORES SOBRE UNA MUTANTE DE LA
SUBUNIDAD « DE LA CASEINA QUINASA I DE XENOPUS
LAEVIS. (The effect of inhibitors on a mutant of the « subunit of X
lagvis Casein Kinase II). Gatica, M, dedlicki, A, Connelly, C. 5
Aliende, J.E. Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina y
Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

La easeina quinasa IT (CQII) es una proteina quinasa presente en el
nuclec de todas las células eucaridticas. Esta enzima fosforila muchas
enzimas y proteinas involucradas en la sintesis de cidos nucleicos y
parece participar en los mecanismos que regulan la divisién celular.
La enzima en estado pativo es un heterotetrdimera con uba estructura
a,B,, siendo la subunidad & activa por si sola mientras que la
subunidad P es regulatoria con una capacidad de activar 5-7 veces la
actividad de «. En nuestro laboratorio hemos clonads, secuensiado y
expreaado en bacterias los cDNAs de cocitos de X laevis que codifican
para ambas subunidades. Recientemente, mediante la técnica del
PCR hemos producido una mutante de Ja subunidad & en una region
muy basica de dicha proteina. La mutacién cambia las lisinas 78 y 79
por dcidos plutamicos. Esta mutante (= E’?*E"Y) es activa ¥ puede
ser activada por la subunidad p con una eficiencia similar a la de la
a"*. La mutante « E’®E?, sin embargo, es considerablemente mas
resistente a la inhibicién por heparina, polt U y copolimero glu:tir
(4:1), que son potentes inhibidores de la «¥t. Estos resultados nos
indican que estos inhibidores polianiénicos posiblemente interactian
con la regién bésica de a que ha sido mutada en ¢ E'?E"* y que la
subunidad B interactuaria con una regidn diferente de a.

(Apayade por FONDECYT-CHILE, The Interpational Centre for
Genetic Engineering and Biotechnology ¥ The Council for Tobacco
Research).

LOCALIZACION SUBCELULAR DE HEXOQUINASAS EN TEJIDOS DE
RATA. {(Subcellular localization of hexokinases in rat
tissues)., *Preller, A, y °"Wilson, J.E. *Departamentcc de
Biolegia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile,
°Departamento de Bioquimica, Michigan State University,

En mamiferos la fosforilacifn de glucosa pars produ—
eir glucosa-b-fosfato es catalizada por cuatro ispenzi-
mas denominadas A,B,C y D de acuerdo al orden con que
eluyen en eromatografia de intercambio ifnico, Las hexo-
quinasas A y B se encuentran asociadas a mitecondrias
v la iscenzima D ha side descrita tanto en el citoplas—
ma come en el niicleo de las c@lulas en que se encuentra,
No se conoce la distribucifin celular de la hexoquinasa
€ aunque se la ha considerade clisicamente como enzima
“soluble™,

Para estudiar la localizacidn subcelular de esta
isoenzima se utiliezd un procedimiento inmunohistoquimi-
co para el cual se usd un anticuerpo menoclonal especi-
fice para hexoquinasa C; como segundo anticuerpo se usB
anti-IgG de ratdn conjugada con peroxidasa. En rodes
los tejidos examinados la enzima se encontrd en tipes
celulares especificos v sicmpre ascciada a la periferia
del nlclee, lo que se corrobord mediante microscopia
confocal. Esta localizacidn perinuclear de hexoquinasa
C contrasta con la asociacifn de las iscenzimas 4 y B
a mitocondrias. Resultados similares en cuanto a la
localizacidn de hexoquinasas A y ¢ se encontrarem en
c8lulas PC-12 en cultivo, No se detectd isoenzima C en
fracciones nucleares de ridfn e higado; la actividad
enzimitica se enconrrd siempre en la fraccifa soluble
de las preparaciomes, Estos resultados sugieren gque la
hexoquinasa C se asocia dé€bilmence a la superficie ex-
terna del niicleo, ascciacidn que es destruida durante
el procesc de homogeneizacifin y preparacifn de las
fracciones nucleares, (Financiade por NIH Grant NS-
09910 v Foparty International Research Fellowship
1 FQ5 TWO 4381).

ESTUDIO DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL DE SALMONIDEOS,
CONTRA EI, AGENTE CAUSAL DEL SINDROME DEL SALMON COHO.
(Salmonids humoral imsune response studies, againat the
causative agent of salmon coho's syndrome).

Tpligaide, J.3, Z.MA,_F,r 1Jamett, h., ‘w,
3Lea1: J., "**Yudelewich, A., '2De Iqannga, A.E!, 1“Becker,
M.I.. 'Bice Chile Ingenieria Genética S.A., Pontificia

Universidad Catdlica de Chile, “Pesquera Ventisquercs $.A..

El sindrome del salmén coho es una patologia
infecciosa y mortal, causada por Piscirickettsia salmonis,
que afecta a especies salmonideas de la X regidn.
Actualmente, no se dispone de métodoe de diagnéstico
adecuadoe de la enfermedad y se efectia adlo en peces
moribundos mediante un examen anitomo-patoldgico.

El objetivo general de este trabajo, ha side estudiar
la respuepta inmune humoral de los salmenideca contra P.
salmonis, con el propdasito de sentar las bases para su uso
potencial en el desarrolle de un métoedo diagndstico de esta
enfermedad.

Loe resultados muestran el aislamientc del patdgeno,
mediante cultivo in vitro en la linea celular de salmonideos
CHSE-214 y Bu caracterizacidn morfoldgica, corroborando su
pertenencia al géneroc Rickettsiaies.

Para detectar la presencia de anticuerpos séricos en
galmonideos, se estandarizd un ELISA con una poblacidn
experimental de salmonideos inmunizados con hemocianina de
loco, utilizando un suero comercial anti-inmunoglobulinas
de trucha (Ig¥). También, para controlar las condiciones
del ensayo, se desarrolld un reactivo oligoclonal anti-IgM
de salm&n coha, utilizando como antigeno una fraceidn de IgM
purificada mediante técnicas de cromatografia de exclusién
y afinidad.

De esta manera, utilizando como antigenc la bacteria
aiglada in vitro, ee evalud la presencia de anticuerpos
contra el patégeno sn un bance de aueros de salmonea coho
de la zona endémica y también, en malmonideos sanos
inmunizados con P. salmonis. S$e observé gque tanto lecs
salmones diagnoeticados con el sindrome, come los peces
inmunizados con la bacteria, presentaron un leve aumento
del titulo de anticuerpos contra el patdgena.

Muestrea resultadoa permiten proponer, gue en esta
patolegia no habria una respuesta inmune humoral protectiva
pignificativa contra P. sgalmonis, fen6meno similar al
encontrado en otras ictiopatologias.

Proyecto CORFO PONTEC N2 9]1-006.
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ESTUDIOS DE FUNCIONALIDAD DE LA PROTEINA Gs DE
OQCITOS DE ZXenopus laevis. {Studies of the
functicnality of the Gs oocyte protein from
Xenopus laevis)

Anteonelii,d.M ¥ Olate, J. Departamentc de
Bicgquimica, Facultad de Medicina, Universidad
de Chile.

La adenilil ciclasa de membrana plasmatica es
activada por la proteina Gs. En este trabajo
reportamgs que una subunidad a de Gs clonada
de una genoteca de oocitos de Xenopus laevis,
no reconstituye 1la actividad de adenilil
ciclasa de un sistema de mamiferos. A raiz de
este resultado se disefid la construccién de
gquimeras entre la subunidad a de Gs de
oocitos y una subunidad a de Gs humano. Los
estudios biogquimicos realizados con estas
proteinas guiméricas nos permitieron
identificar la regidn aminoacidica en la
proteina de Xenopus responsable de la falta de
acoplamiento con la adenilil ciclasa. Esta
regidn se encuentra en un fragmento de 126
aminodcidos ubicado en el extremo amino
terminal de la proteina de oocitos. Resulta
muy interesante destacar que en esta regidn se
concentra la mayer cantidad de diferencias
aminoacidicas entre las dos proteinas Gas
estudiadas.

Apoyado por FONDECYT 90-0059 y Mc Arthur
Feundation

REGULACION DE LA EXPRESION DEL GEN DE PRO-
OPIOMELANOCORTINA (FOMC) EN TESTICULO DE RATA,
(Regulation of POMC gene expression in rat testis). Concha, LI,
Figueroa, P., Yafiez, A., Burzio, L., Pratt, B.* y Chronwall, B.".
Instituto de Bioquimica, Universidad Austral de Chile y “Medical

School, University of Missouri-Kansas City, U.S.A,

El gen de POMC codifica para una proteina precursora de neuropéptidos
como B-End, ACTH y MSH e¢n Ia pituitaria. Estudios inmunocitoquimicos
han detectado la presencia de péptidos derivados del precursor POMC en
tejidos extrapituitarios como testiculo. Los transcritos POMC son especics
heterogéneas de 800 nt cn testiculo v son menos abundantes que ¢l transcrito
dc 1200 nt, observado en pituitaria.

Nuestro laboratorio ha encontrado que el mRNA POMC ftesticular se
sintetiza aproximadamenic entre los 5 v 15 dias de edad en la rata, Jo que
carresponde al inicio de la profase meidtica 1. Por hibridacion in sitw con
una sonda complementaria a ACTH, se localizd ¢l mRNA en el citoplasma
de las cclulas somdticas y germinales del testiculo. Estos resultados
confirman quc las células germinales tendrian una participacion impaertante
en la sintesis dc mRNA POMC.

Una de las vias de regulacion de la cxpresion del gen POMC cn ¢l Lobulo
Entermedio de la pituitaria estd gobermada por Dopamina. Con ¢l objete de
averiguar si dicha regulacién es posible cn testiculo, se hibndd con una
sonda 48 mier complementaria a una regién dc conscnso del mRNA del
receptor de Dopamina D2(413), identificando la banda esperada de 2,5 Kb,
ademas de otras. El mRNA de la isoforma mds larga del receptor Do(444)
no fue detectado, coincidente con los estudios de localizacion,

Se¢ intentd demostrar funcionalidad del receptor putative por medio de
tratamientos ¢rénicos con ¢} antapgonista Haloperidol. Los resultados no
muestran un aumento significativo del mRNA POMC, situacion que debera
evaluarse por amplificacion {RT-PCR).

La presencia del mRNA D3 en relacion a la expresion dzl gen POMC en
testiculo sera discutida. (DID-UACH v FONDECYT}

IDENTIFICACION DE HISTONA Hy EW LA CROMATINA “DE T.
Cruzi. <(Identification of histone H, in T. _cruzi
chromatin. Toro, G. C. y Galanti, H. Depto. de Riol.
Cel. ¥ Genet., Fac. de Medicina, Universidad de Chile.

En el ndacleo interfdsico, la cromatina de T. cru=zi
se preserta con el aspecto tipico de otros eucariontes;
no obstante no se condensa en cromosomas durante la
division celular. En eucariontes superiores se postula
gue la histona H, Juega un rol fundamental en el
mecanismo de compactacisan de la cromatinaj el comporta-
nienta sinqular de la cromatina del T. cru=i y el hecho
que distintos autores no encontraran una histona con
migracién similar a las H, de eucariontes superiores en
geles de poliacrilamida, llevé a postular que esta
histona no estaria presente en Trypanosomitidos.

En este trabajo se demuestra la presencia de una
histona Hy en T. cruzi. Esta proteina es soluble en
0,73 M FCA y en 3% TCA, es extraida desde la cromatina
entre 0.3% y 0.5 M NaCl, presenta reactividad cruzada
con un suerc anti histonas H, de espermaios de erizo de
mar ¥y sU CoMposicién amineacidica es similar a otras
histonas H; descritas. Cuando esta proteina se purifica
por HFLC, su perfil de elucien carrespaonde con el de
histona K, de timo de ternera. [Digerida con proteasas,
la secuencia de amincacidos de los péptidos resultantes
presenta alto grado de homologia cuando se compara con
el dominic carboxiterminal de atras histonas Hy
conocidas. Como histonas H, de ciliados, presenta
migracisn diferente de histonas H, de mamiferos, en
geles de poliacrilamida-508 ¢ urea-acida.

Se concluye que Hhistana H, estd presente en la
cromatina de T. cruzi. El hecho que este parésito no
condense su cromatina durante la divisién celular,
sugiere que el vol de esta proteina en el mecanismo de
compactacidn de lIa cromatina se ha sobreestimado, o
bien que esta caracteristica podria estar relaciopada
con otros razqos, tales como um conjunto de histonas
divergentes, o una histona H, peculiar.

Financiamiento: DTI, U. de Chile B32 12-9013 y SAREC

PRESENCIA DE snRNP EM EL NUCLEO DE GAMETDS
MASCULINOS DE DISTINTOS ORGANISMOS. (Presence
=f <snRNPs <n  the nucleus of male gametes of
distinct arganisms). Delgado, F., Mansilla,
J., Silva, T., Britce, M., Concha, 1. v Burzio,
L.0O. Instituto de Bioquimica, Universidad
Austral de Chile.

Recientemente nuestro Iaboratorio ha
demostradoe la presencia de los snRNA UL y U2
en espermatozoides de rata y ratén. Estos
tallazgos se  han apoyado realizando andlisis
«lectroforéticos en geles 10X poliacrilamida
M urea, "Northern blot" e hibridacidén in
site. Asimismo, se ha demostrado la presencia
de los antigencs Sm B, B'" y D, ascociados a
estas  snRNA  mediante andlisis de "Western
b e inmunocitogquimicas

Can el sbjete de extender estos resultadoes,
hemoas  wtilizado aproximaciones metodolégicas
similares para demostvar la presencia de estas
macromslécnulas, canstitu-yentes de los snRNP,
20 espermatozoides de otros organismos.
Consecuentemente, se¢ han utilizado sondas
vomplementarias a los snRMNA U1, Uz, U3, U4 vy
U3 de humano, vata y ratén, para realizar los
andlisis de "Northern blot” en muestras de RNA
total de espermatozoides. También, utilizando
SUBYr IS anti-Sm, se han localizado estos
antigenos en el nidcleo de los espermatoroides
estudiados, asi como por "Western blot".
Derivado de 1o anterior, se ha guerido ampliar
el estudic de ios snRNP a plantas,
especificamente en el gametofito masculine
{polend, de Pipus radiata. Para ello, se han

utilizado 1los  enfoques experimentales ya
sefalados. Los hallazgos en esta estructura,
sugieren la existencia tantc de algunos

UsnRNA, como  de los antigenos Sm asociadeos a
éstas, (DID-UACH, FONDECYT 006330 y STIFTUNG
WOLKSWAGENWERK I-65 S516)



CARACTERIZACION DE LA CARBOXIQUINASA FOSFO-
ENOLFIRUVICA (FPEPCK) (3545 DE Saccharomyces
cerevisiae (CHARACTERIZATION OF Saccharomyces
cerevisiae C3645 PHOSPHOENOLPYRUVATE CARBOXY-
KINASE. Valiente, A.. Berti M.. *Frey,P. A, ¥
Cardemil, F. Departamento de Quimica. Univer-
sidad de Santiago de Chile. e iInstitute for
Enzyme Research., U.Wisconsin-Madison.

En PEPCKs dependientes de ATF o de GTP. se ha
informado ia presencia de residuos de cistefna
altamente reactivos, probablemente ublicados en
el sitio de unidn del nucledtido. En la PEPCK
(ATF} de levadura, Ia cistelna mds reactiva
frente a 1,5-TAEDANS es la 364 [Alvear et aj.,
BBActa 1119. 35-38 (1992)], y el patrdn de
proteccidn por sustratos frente a la
inactivacion sugliere que se trata de un
residuo del sitio del nucledtide. Hemos
diseflade una estrategia para obtener la PEPCK
C3645, basada en el método de mutacidn sitio—
especifica de Kunkel. El gen mutado se expresc
en la cepa de levadura PUK-38 (pck—ade—ura-).
La enzima s5e purificd a homogeneidad, y sus
pardmetros cinéticos (aparentes) son: Km PEP,
211 + 60 uM:; ADP, 79 £+ 11 uM: C02 17 + 1 mM;
keat, 27 + 1 s—2. Estos valores no son signi-
ficativamente diferentes de los cbtenidos para
la enzima nativa. Se concluye gue la cistelna
364 no participa en las etapas gquimicas de la
catdiisis. Los datos obtenidos no dan eviden—
cia de gue se encuentre en el gsitio de unidn
del nucledtido, aungue no podemos descartar
gue el —-SH Juegue un papel en la unidn, que
pueda ser también realizado por el -0H.

Financiade por FONDECYT 91-0446 y DICYT-USACH.

SISTEMA LIGNINOLITICO DE Ceriporiopsis
subvermispora EN FASE BOLIDA. ‘Larrain, J. y
Vicufia, R. Laboratorio de Biogquimica. Facultad
de Ciencias Biolégicas. P.Universidad
Catdlica de Chile.

En este trabajo se estudian los componentes
del sistema ligninolitico de €. subvermispora
cuande crece sobre madera, y en condiciones
que imitan su medioc de accién natural.

se crecid el hongo en astillas de Pino
radiata (autoclavadas, no extraidas), con una
himedad del 60 %. Las enzimas se obtuvieron
lavande las astillas con tampdn acetato.

Por andlisis visual y de micrografia electré-
nica se aprecia crecimiente del hongo.lLas
actividades enzimidticas extraidas fueron las
mismas de cultivos liguidos : manganesc pe-
rexidasa (MnP), y fencl oxidasa (FO). La FO
aparece sflo en los primeros 8 dias, y tiene
pls y pesc molecular (P.M.} similar a su a-
naloga en liquide. La MnP posee una cinética
de aparicién compleja;los primeros 8 dias se
extraen actividades con caracteristicas (pI,
y P.M.) tipo MnP de liguido, y a partir del
dia 16 se detecta una actividad con pIls vy
P.M. muy diferentes a las anteriores.

Los resultados nos permiten concluir gque el
hongo crece en madera sin extraer. En cuanto
a sus compenentes ligninoliticos no se detecta
lignina percxidasa, pero si MnP y FO. Desta-
cidndose la deteccién de wuna MnP tardia, con
fuertes evidencias de corresponder a una
isoenzima diferente de 1las encontradas en
liquide. Esto plantea interrogantes res-
pectoc a si la diferencia, es por glicosila-
cién o a nivel genética.

* Becario Residente en Investigacién DIUC.

CORRECCION A LA SECUENCIA DEL GEN DE LA
CARBOXIQUINASA FOSFOENOLPIRUVICA DE
Saccharomyces cerevisiae [(CORRECTED SEQUENCE
OF THE Saccharomyces cerevisiae PHOSPHO—
ENOLPYRUVATE CARBOXYKINASE GENE] .

Krautwurst H. . iMarcus, F. ¥ Cardemil , E.

Departamento de 2uimica. Universidad de
Santiage de C(hile, y *Chiron Corporation,

Emeryville, Califeornia.

A partir de lia secuencia del gen de la
carboxiguinasa fosfoenclpiruvica (PEPCK) de
S.cerevisiag. se ha Inferido gque la proterina
tendria 553 aminodcidos {Stucka et ail..
Nucleic Acids Res. 16. 10926 (1988)!. Come
consecuencia de trabajos de mutacion sitio-—
especifica en nuestre laboratoric, detectamos
discrepancias con la secuencia publicada del
gen. y decidimos proceder a secuenciar ambas
hebras del DNA correspondiente. Los datos
sbhtenidos indicaron la ausencia de 1 base, la
incorporacicn de 3., y el intercambioc de 3. con
respecte a los datos de la literatura, pre-—
diciéndose ahcra una proteina de 549 residucs.
Las diferencias entre lo predicho (18 linea) y
lo encontrade (22 linea) son:

Hi95)-V-L-K-E-H-G-L-8-T-V-K-2(107) R(122)
P(95)-C 5 F - R-T-W-5-I-N-K-E-R-A(108) A(123)

Q2¢321) D(343)-W-5~-5-I-R-V-N-E-T-C(553}
H(322) A(544)-G-P—Q-F-E(549)

Las zonas subrayadas han sido confirmadas por
secuenciacion directa de la protefna. JSe
concluye gque la PEPCK de S.cerevisiae €5 una
protefna de 549 aminodcidos, con un FM de
60.754.

Financiado por FONDECYT $1-0446 y DICYT-USACH.

COMPONENTES DEL SISTEMA LIGNINOLITICO DEL HONGO
BASIDIOMICETE Ceriporiopsis subvermispoara. (Ligninolytic systern of
the white-rot fungi basidiomycete Ceriporiopsis subvermisporal
Lobos, S., Tapia, J., Salas, L. y Vicuia, R. Laboratorio de Bioquimica,
Facuitad de Ciencias Bioldgicas, P. Universidad Catdlica de Chile.

Ceriporiopsis subvermispora es un hongo basidiomicete que
presenta una importante capacidad ligninolftica vy una gran
selectividad en ef ataque a la lignina en la madera. Estas
caracteristicas hacen atractive el estudio en profundidad de su
sisterna  ligninolitico con el fin de identificar los componentes
esenciales del proceso. Estudios en cultives ¥n virg muestran que el
sistema ligninalitice de este honge esta compuesto de manganeso
peroxidasa (MnP| y lacasa. La producidn de ambas enzimas es
regulada por la concentracion del idn Mn*? en el medio de
crecimienta. Siete isoformas de manganeso peroxidasa han side
observadas mediante isoelectroenfoque en el rango de pls entre 4,13
v 4,58, Este perfil de isoformas permanece inalterade con diferentes
concentraciones de amenio y ne es regulado por la edad gel cultivo.
A su vez, la actividad lacasa es producida en la forma de varias
isoespecies que exhiben pls entre 3,47 y 3,55. En esta caso e
numere de iseenzimas sumenta con la edad del cultive. Ambas
enzimas son secretadas fuertemente gplicosiladas y  son
completamente inactivadas por tratamiento cen endaglicosidasas. En
ausencia de endoglicosidasas las enzimas presentan una alta
estabilidad. Se determinaron las secuencias aminoacidicas N-
tefminales de las isoespecies de MnP, demostrando hasta el
momento la exisiencia de ai menos oos penes para MnP. La enzima
lignina peroxidasa (LIP), descubierta tempranamente en
Phanerochaete chrysosporium e implicada en varias reacciones de
degradacién de lignina /7 wvo, no ha sido detectada en C.
subvermispora, bajo diferentes condicicnes de cuktivo. Sin embarga,
mediante el uso de oligonucleotidos construidos a partir de una
secuencia muy conservada en cuatro genes LIP de P. chrysosporium,
fue pasible la obtencidn de elones cDNA-LIP en C. subvermispora.
Este sistema ligninolitico parece constituir una nueva estrategia para
degradar lignina ya que secreta una combinacidn diferente de
enzimas a las utilizadas por otros hongos ligninoliticas mejor
estudiados.
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RESPUESTA ADAPTATIVA ORGANICA AL CORSUMO DE ACIDOS GRASOS
POLI INSATURADOS N-3 DE ORIGER MARINC. (Adaptative crganic
response to the consumption of n-3 polyunsaturated fatty
acid from marine sources}. Garrido, A., Gdrate. M. .
Campoa, R.. ¥ Unidad de Bioquimica
Farmacolégica y Lipidos. Imstituto de MNutricidn vy
lecnologia de Alimentos (INTA). Universidad de Chile.

Se ha demostradoc que poblacionea que ingieren altas
cantidades de acidos grascs poliinsaturadea {(AGPI) n-3,
principalmente de origen marino, presentan  baja
incidencia de enfermedades cardiovasculares, debido a una
actividad hipolipidémica ¥y cambios que se producen en el
metabolismc de les eicosanoides. Sin embargo. el consumo
de AGPI n-3 no esti exento de riesgos. El enriquecimiento
de las membranas celulares en estos dcidoa grasos, por
efecto de su consumo. nos ha motivado a estudiar el
riesge potencial de estres oxidativo celular. La ingesta
de cantidades relativamente altas de AGPI n-3 provoca, en
ratas tanto jévenes como envejecidas, un auvmento de la
susceptibilidad al desarroilo de lipoperoxidacion,
inducida in wvitro, ¥ una dismimicién de los niveles
tisulares de vitamina E. A nivel tisular se obeerva,
ademds, una dismimicién del contenido de glutation
reducido ¥ un cambio en la actividad de glucoea-8-
fosfatasa v 1la 5° macleotidasa. Sin embargo, aungue la
susceptibilidad a oxidar de los eritrocitos de estos
animales es mayor, como consecuencia de la ingssta de
AGPI n-3, la capacidad antioxidante plasmética aparece
avmentada en estoa animales. MNuestrocs resultados nos
permiten proponer que la ingesta de AGPI n-3, induce una
respuesta adaptativa a nivel plasmitico, aumentando la
capacidad antioxidante de este a través del cambio en la
concentracidn de clgunos de sua componentes compensandc,
de esta manera, el desarrollc de una lipoperoxidacidn
generalizada como consecuencia de la ingeata de AGPI n-3.

Financiado por FONDECYT B83-39Z.

ESTUDIDS DE ESTRUCTURA-FUNCION DE PROTEDSLICAMAS. Caracterizacidn de un
protecglicano de dersatan sulfato y su rol en aineralizacidn. (Structure-
funttion studies of Protsoglycans, Characterization of a fermaten sulfats
grotesglycen and its role in miperalization]. Rodriguez J.P.%, Carrino D.3%
y Caplsn & 1,39, Unidad de Biologia Celular, INTA, U. de Chilet; Skelets]
Research Center, Case Western Reserve University, Cleveland, Ohio, USATE.

Las proteoglicancs (PB) son aacromoléculas ampliasente difundidas en
ditarentes sistemas biolégicos y que presentan una gran variedad de
isoformas. A pesar de la abundante informacién existente sobre la
particigacidn de los PE en distintos procesos bioldgicos, noe ce ha
establecido con precisitn la relacidn entre estructura de los componentes y
funcidnles} esperificas. Para poder estudiar esta relacidn, se utilizae
tone sistemas biologicos cklulas de estroma de testiculs y progeritoras
hematopayéticas y el sistema acelular de 1z matriz de la ciscara del hueve,
todos los cuales producen diterentes PG, En este tradaio 58 describe la
purificacion vy caracterizacion de un PG de dermatan suifato (05) presente
en 13 matriz de ] céstera del hweva y su posible rol en e} proceso de
wineratizacion, €1 D5 se analiza por cromgtagrafia de intercasbio idnice y
por filtracidn en gel, €n DEAE-Sephacel 21 DS eluye con 0,25H y 1 M NaCl. ta
fractién eluida con 234 NaCl cromstografia es una colusna de Sefaresa CL-
I8 comd tn 501D pico con un Kav=0,Th mientras la fraccitn eluida con iK In
hace con upa gran polidispersidad, La fraccidn de LM myestra un perfil de
vlucion similar al observace con la fraccidn de 0,25 M, luego  de
caigntamiento a #5*C, E1 andlisis de 1las cadenas de glicosaminoglicanas
(6AG) de ambas fracciones revela que contienen el wisso tipo y tawado de
tedenas, E] core proteico de ambas fracciones, tieme un peso walacular
relativo de 75.000. Estos resyltades sugieren que asbas fracciones contienen
el misao PG de 5 y que el patron de elucidn en DEAE-Sephade! se debe @ li
tigicidad de este PG de autpasociarse. E! ensayc de la funcidn de esig
cospanente aislado se observa que induce un cashio en la sorfologia de los
cristales de carbonato de calcio, cuye significado en wineralizacitn in
vitro es discutido.

Financiamientor Proyecto FONDECYT 1930Bié.
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OPTIMIZACION DE ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS N-3 (AG
n-3) DE ORIGEN MARINO PARA USD NUTRICIONAL Y/0 FARMACOLO
GICO. ({Improvement of n-3 pelyunsaturated fatty acid

from marine gource for nutritional and/or
pharmacological use)., Mieto, 5.. Sanhueza, .J.. Ganga,
A.. Roias., E.. v Valenzuela. A. Unidad de Bioguimica

Farmacoldgica v Lipidos. Instituto de BNutricidén v
Tecnologia de Alimentos. Universidad de Chile.

La importancia nutricional v farmacoldgica de los AG n-3
de crigen macine. ha motivado preccupacidn para buscar
fuentes naturales gque los provean en forma segura. acce-
quible v econ¢mica. Nuestro grupo realiza investigacio-
nes relacionadas con el meloramiento de los procedimien—
tos para obtener. estabilizar v concentrar AG n-3 a par-
tir de aceite de pescado. especialmente 4c. eicosapentae
noico (C20:%, EPA) y &cido docosahexaenoico (C22:6 DHAD.
El EPA eijerce efectos antitrombdticos v antiinflamato-
rioa, v el DHA es esencial en la nutricidn del recién
nacide. Actualmente trabajamos en la obtencidén de concen
trados de EPA v DHA al estado libre o como triacilgliceé-
ridos. El procedimiento se basa en dos etapas, una quimi
ca vy otra enzimdtica. Mediante el procedimiento quimico,
preparamos concentrados de EFA v DHA en la forma de etil
esteres a partir de aceite de pescado previamente winte-
rizado. Los etil esateres son concentradoa mediante la
formacidén de aductos de urea. La etapa enzimdtica, 3se
basa en la preparacidn de 2' monoacilglicérides mediante
el tratamiento del aceite con una lipasa 1'-3' estereces
pecifica. Los productos de la hidrdlisisg serdn separados
mediante cromatografia y transesterificades con EPA v
DHA etil derivados. obtenidos en la etapa quimica, para
lo cual se utilizard la lipasa, operando como un ginte-
tasa. Aungue los resultados son preliminares, la facti-
bilidad de desarrcllar la tecnologia que proponemos es
auapiciosa. Con la aplicacidén de esta, podremcs dar un
nueve destino al aceite de pescado del cual nuestro pais
es uno de sus mds importantes productores.

Financiado por FONDECYT (Proyectos 1071-9% v 19308G8).

ETAPAS CRUCIALES EN LE BIDMINERALIZACION DE LA CASCARA
DEL HUEVD. (Crucial steps on eggshell biomineralization).
Ferndndez, M.S5., Araya, M. y Arias, J.L.

Depto. Cs. Biolégicas Animales, Fac. Cs. Veteriparias,
Lniversidad de Chile.

La biomineralizacién de la cdscara del huevo es un pro—
ceso mediado por ceélulas epiteliales dispuestas en una
linea de ensamblaje que depositan o cesan de producir
particul ares comonentes a2 medida que el huevo se mueve
por el oviducto, El seguimiento in oviductus de huevos
e distintas etapas de formacidn ha permitido evidenciar
gue una de las etapas cruciales en este proceso consiste
en la formacién de las membranas de la céscara, lo que
ocurve en el istmo, entre las 3,5 a 4,5 h desde fa Glti-
ma oviposicién. Inmuncultreestructuralmente se determind
gue 2l colageno tipo X se localiza en el nicleo central
de las fibras constitutivas de las membranas. Posterior-
mente, al final del istmo se depositan las mamilas de
queratan sul fato inmunodetectsble, lugar donde acurre lLa
micleacidén de los primeros cristales. Caudalmente estos
cristales crecen coordinadamente con el depdsito de ma-—
triz de la cascara ipmunoreactiva tanto a gueratan como
dermatadn sul fato. La particular disposicidn cristalina
durante la formacién de la céscara se siguid mediante
SEM. Los resultados preliminares muestran una importante
influencia de la matriz organica schre la estructura
cristalina de la cascara.

(Proyecto financiado por FONDECYT 1931136 y Direccioén de
Postgrado, Universidad de Chile).



BIt OG1A DEL  TRASPLANTE DE MEDULA OSEA...y
atras emociones. (Bone marrow transplantation
and its biology). Minguell J.J. Unidad de
Biologia Cetular, INTA, Universidad de Chile

El Trasplante de
realidad

Médula Osea (THM3G), en
implica trasplantar la célula

troncat hematopoyétice, obtenida de
"cosechas" de médula dsea, de sangre
periférica o de corddn +fetal a up receptor
(autdlogo o alogenéico), uwutilizando como

vehicultn la circulacidn sanguinea. La céalula
trasplantada reconoce sitios de anclaje en
2l estroma de la médula odsea del receptor,
utilizando sistemas ligando-receptor del
tipo de selectinas, integrinas vy de matriz
extracelular. La célula "anclada" inicia asi
una secuencia de procesos de proliferacion,
diferenciacién vy migracién que permiten
reconstituir la hematopoyesis medular y el
egreso de c2lulas hematopoyéticas maduras a

la circulacién. Estay secuencias son
finamente regul adas  por varias sefales
molecul ares y celulares, eri las «ctuales

participan varios factores de crecimiento,.
Fara !a modalidad de TMO autologa (TAMD) es
necesario realizar manipulaciones ex—vivo de
las “cosechas” obtenidas, a fin de
purificar, "limpiar", evaluar Y crip—
preservar la célula troncal trasplantable.
t.a implementacitn en Chile de técnicas de
maniput acién "ex—vivao" ha permitido
realizar, a partir de 1989, numerosos TAMD
en pacientes con tumores linfo-hematocpoyé—
ticos y/o0 s6lidos.

AISLAMIENTOQ DE GENES DE Citrus Limon
INVOLUGHADOS EN LA RESPUESTA GCONTRA
FITOPATOGENOS. (lsolation of Citrus limon genes
involved in the response against phytopathogens).
Chiong, M. y Pérez, L.M. Oepto. Bioquimica ¥
Biologia Molecular. Facultad Cs. Quimicas ¥
Farmacéuticas. U. de Chile.

C. Mmon es capaz de defenderse frente al atague
de hongos induciendo la via fenilpropanoide, con la
consigulente produccidn de metabolitos secundarios
fungistaticos/fungitoxicos (fitoalexinas), derivados
de cumarina.

La inducciéon de la via fenilpropanoide se
cuantifico & través de la medicién de la actividad
de la fenilalanina amonio liasa (PAL). Se
determind cinéticas de induccién de PAL tanto en
plantulas y albedo de C. limon como en tejidos
desdiferenciados obtenidos a partir de ellos. Los
maximos de induccion variaron de acuerdo al origen
del tejido y al inductor usado. Experimentos con
inhibidores de transcripciom y traduccién de genes
nucleares y organelares, junto con tratamientos con
el herbicida Norfluorazon, permitieron determinar
una posible participacion de los cloroplastos en el
mecanismo de la induccién de PAL.

A partir de mBNA obtenido de callos de
hipocotilos de plantulas de C. limon inducidos con
pectinasa de Alternaria alternata y dafio mecanico,
se pudo obtener una genoleca de cDNA en fago
lambda gtiZA. Usando una sonda de PAL de poroto
se revisaron 500.000 clones obteniéndose 6 clones
positivos para PAL. Uno de ellos se subclond en el
plasmidic pSPORT1, y las bacterias que poseen este
plasmidic poseen ademas actividad PAL.

Trabajo financiado por los proyectos FONDECYT
90-0066 (M. Chiong) y 91-886 (L.M. Pérez).

ACTIVIDADES ATPasica Y ADPésica PRESENTES EN
CORAZON DE RATA. (ATPase and ADPase activities in
rat heart). Galleguillos, M., Valenzuela, M.A.,
Kettlun, A.M., Chayet, L., Collados, L., Mancilla,
M. y Traverso-Cori, A. Depto. Bioguimica y Biologia
Melecular. Facultad Cs. Quimicas y Farmacéuticas.
Universidad de Ghile.

La adenosina, ADP y ATP (extracelulares) tienen
una activa participacién en la agregacién
plaquetaria, tonc vascular y funcién cardiaca. Los
niveles extracelulares de estos compuestos dependen
de su metabolismo extracelular donde participa una
ecto-5'-nucleotidasa. Nuestra hipétesis de trabajo
propone que ademas actuaria la ATP-difosfohidrolasa
o apirasa (ATPasa-ADPasa), enzima dependiente de
Ca™ , cuyos productos finales son Pi y AMP.

En este trabajo se estudid la localizacién
subcelular y la caracterizacion cinética de las
actividades ATPasica y ADPasica del tejido cardiaco
de rata. Para hacer mas especifica la medicidén de
las actividades ATPasica ¥y ADPasica se utilizaron
oligomicina y  Ap5SA  (inhibidor de la guinasa
adenilica).

Los  estudios  cinéticos  indicaron que las
actividades ATPasica-ADPAsica tienen caracteristicas
andlogas a las de otras apirasas animales: por su
pH 4ptimo, inespecificidad frente a nucleotidos y su
dependencia de cationes bivalentes. Ademds son
parte integral de membrana porgue se solubilizan
con n-octilglucosido ¥y no con fuerza idnica. Las
actividades  ATPasica-ADPasica  solubilizadas  son
menos afectadas por los inhibidores antes
mencionados \2 comigran en un gel de
isoelectroenfoque.

Financiado por DTI N? 3345-9%13 (U. de Chile).

ESTUDIOS BIOQUIMICOS DE ATP-DIFOSFOHIDROLASA DE
PLAGENTA HUMANA Y SU POSIBLE HELACION CON LA
NUTRIGCION FETAL. (Biochemical studies on human
placental ATP-diphosphohydrolase and its possible
relation to fetal nutrition}. Kettlun, AM.,

Valenzuela, M.A., Chiong, M., Silva, M.A.*,
Bustamante, J.x, Briones, Ax, Chayet, L.,
Collados, L., Mancilla, M. vy Traverso-Cori, A.

Depto. Biogquimica y Biologia Molecular. Facultad
Cs. Quimicas y Farmacéuticas. * Hospital J. J.
Aguirre. U. de Chile.

Se ha demostrado la presencia de actividades
ATPasica v ADPasica en placenta humana
sugeriéndose que ambas actividades podrdn ser
catalizadas por una scla enzima. Esta proposicién
se apoya en que la misma banda de proteinas
aislada de isoelectroenfoque de pl 4.5 tiene accién
sobre ambos sustratos y ademds sobre otros
nucleosidos di y trifosforilados. Se confirmd la
homogeneidad de esta fraccion proteica eluida de
gel de isoelectroenfoque por SDS-PAGE donde sdlo
presentd una banda de proteinas con una M.M. de
64 kDa, andloga a &a determinada anteriormente por
irradiacion con Es una glicoproteina con
grupo «-0-man y oA D-glc porque sdlo did positivo
el revelado de un "western blot" con Con A unida a
peroxidasa y no con otras lectinas. Ei método
cinético 1lamado grafico de competencia indicéd
también gque la hidrélisis de los ATP y ADP ocurria
en un mismo sitio activo. Como la fraccién
homogénea fue capaz de inhibir la agregacién
plaquetaria dependiente de ADP, se estudié la
actividad de esta enzima en placentas normales y
en placentas con algunas patologias (retarde de
crecimienta intrauterinoj para wver su relacidn con
la regulacién del flujo sanguineo.

Financiado por DTI N? 3345-9213 (U. de Chile).
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ACETIL ESTERASAS Y ACETIL XILANO ESTERASAS DE
Penicillium purpurogenum. {Acetyl esterases and acetyl
xylan esterases from Penicillium purpurogenum). Egafia,
L. Steiper, J. ¥y Eyzaquitre, J. Laberatorio de
Bloguimica, Universidad Catélica, y Laboratorio de
Microbielogia, Facultad de Ciencias Quimicas vy
Farmacéuticas, Universidad de Chile.

El xilano, componente principal de las hemi-
celulosas vegetales, e5 una molécula cempleja, en cuya
biodegradacién interviene una variedad de enzimas. La
molécula se encuentra esterificada por grupos acetate,
los gque son hidrolizables por esterasas espec!ficas
producidas por hangos y bacterias. En este estudio se
utilizé una cepa nativa del honge FPenicilliom
purpurogenum, gue crece muy bien en paja.

El hongo se crecidé en medio liguide con agi-
tacién, utilizandose sobrenadantes del cultivo como
fuentes de erzima. La actividad esterdsica (AE) se
midi$d por hidrélisis de p-nitrofenil acetate o a-
naftil acetato. La acetil xilano esterasa {AXE) se
cuantificd determinando la liberacidén de acetato por
titulacion enzimébtica o mediante HPLC.

Se estudid la produccitn de AE y AXE en cultivos
con distintas fuentes de carbono, siendo la mas
efectiva el xilano de cascara de avena acetilade. El
sobrenadante de cultivo concentrado fue fraccionado
por crematografia en Bio-Gel P 300, separadndose 2
picos con actividad AE y AXE. Uno de ellos se purificd
a homegeneidad por cromatografia de intercambic en
carboximetil Sephadex C-50 y cromatoenfogue. El1 peso
molecular de esta enzima es de 23 000 y presenta un
punto isoceléctrico de 8,3.

La preduccién por el honge de varias isoenzimas
de AE y ANE sugiere que estas enzimas cumplirian una
gistinta funcién en la compleja hidrdlisis del xilanc.

Financliamiento: proyectos FONDECYT 0822-30 vy
1930673 y UNIDO $1/0865.

INMOVILIZACION VIA ANTICUERFOS EN EL ESTUDIO DE LA
ASOCIACION ENTRE ENZIMAS. (Enzyme inmobilization via
antibodies to study enzy yme interactions). Saez, D., y Slebe, J. C,
Instituto de Bisquimica, Fac. de Ciencias, Universidad Austral de Chile.

En la célula las enzimas de una via metabolica podrian estar organizadas en
complejos multienzimaticos, los que a su vez podrian asociarse con
estricturas subcclulares. Algunos de sstos complejos serian labiles, por lo
que son dificiles de detectar. Es de nuestro interés estudiar la asociacién
emtre fructosa-1,6-bisfosfatasa (FBPasa} y aldolasa de rifién de cerdo. Entre
varias técnicas utilizadas, sélo la inmovilizacién a una matnz solida ha
permitido detectar una iMeraceidn entre ambas enzimas (Berlién, G., Loon,
O., Ludwig, H,, y Slebe, 1. C. (1990) Arch. Biol. Med. Fxp. 23, R-23%). No
obstante, es deseable usar métodos que excluyan medificaciones quimicas
de las enzimas. Con este objetivo nos propusimos utilizar anticuerpos
especificos para la FBPasa unidos a proteina A-Sepharose y, con este
sistema, analizar la posible asociacion de FBPasa cor aldolasa

Expenimentos realizados en solucion indican que el anticuerpo no afecta la
actividad cspecifica de Ja FBPasa. Los vaiores de Vi, v la K para ¢l
susirato y la curva de saturacién de la enzima por Fru-1,6-P,, no variaron
significativamente. La inhibicién de la FBPasa por Fru-2,6-P; y su
activacion por MgZ* tampoco se afectd. En cambio, la propiedad de la
FBPasa quc experimento una notable altcracion fuc la inhibicion alostérica
por AMP, por gjemplo, la enzima se hizo insensible al nucledtido después de
incubarla con el anticuerpo a una concentracion de 18 y 530 pg/mE,
respectivamente. Por otra parte, la FBPasa inmevilizada a proteina A-
Sepharose, a través de sus anticuerpos, presentd propiedades cinéticas
similares a las descritas para el complejo FBPasa-anticuerpo. Al
cromatografiar aldolasa en una columna que contenia FBPasa-1gG-proteina
A-Sepharose, se observe una retencion especifica de esta enzima

Los resultados obtenidos muestran que el sistema indirecto emplcado
presenta ventajas sobre la inmovilizacion de tipe covalente, pemutiendo su
usa en el estudio de la asociacion entre enzimas.

{Financiada por: FONDECYT 92-150 y 2930044; DID-UACH §-92-40)
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REQUERIMIENTOS PARA EL PROCESAMIENTC DEL PEPTIDO DE
SENAL COOH-TERMINAL DE LAS PROTEINAS ANCLADAS A
MEMBRANA  VIA  GLICOSIL  FOSFATIDIL-INOSITOL  (GPI).
(Requirements for COOH-terminal signal peplide processing in glycosil
phosphatidyl-ino‘gitol (GPI) anchored membrane proteins).
AMTHAUER.R., KODUKULAK., GERBERL., BRINKL. and
UDENFRIEND.S. Depl. Neurosciences, Roche Institute of Molecular
Biology, Nutley, NJ. Instituto de Bioquimica, Universidad Austral de
Chile.

Actualmente se conocen mas de 100 proteinas que estan ancladas a la
membrana via glicosil fosfatidilinositol (GP1). Nosotros hemos utilizado
fosfatasa alcalina de piacenta (PLAP) y una mutante derivada de esta
{miniPLAP) como proteinas modelo para estudiar la biosintesis y adicién
de GPI en este tipo de proteinas. Durante el procesamiento de PLAP
naciente, ademdas de {a escisidn del péptido de sefal NH2-terminal, un
péptido de seflal COOH-terminal de 29 aminoacidos es removido y una
molécula de GPI es covalentemente unida al nueve COOH expuesto. La
traduccion in vitro de mMRNA que codifica para miniPLAP en presencia
de microsomas permite obtener miniPLAP madura con GP! unido.
Estudios de mutagénesis sitio dirigida han revelado que para obtener
miniPLAP-GP| madura es necesario gue exista un amino4cido pequefic
en el sitio de clivaje/union de GPI (sitio w} en la protelna nativa. Estudios
similares se realizaron con mutantes en la posicion w+l y o+2
(adyacentes y COCH-terminal al sitic w). La posicién o+1 resultd
promiscua. En cambic el procesamiento ocurre solamente cuanda en la
posicion w+2 se encuenira glicina o alanina. Estas caracteristicas que
determinan el procesamiento del COOH-terminal se asemejan a las
descrilas para ef péplido de seiial del extremo NH2,

Utilizando un sistema post-traduccional de ensayo, que permite medir
solamente el procesamiento y adicien de GPi, se demastrd que ATP y
GTP son requeridos para abtener un maximo de procesamiento. Mas
ain, la hidrlisis de estos NTP es un prerequisito. Estudios con células
Cos transfectadas con pBC-PLAP, permitieron demastrar que la
chaperonina BIP participa en la maduracidn de estas proteinas. Estos
resultados se discutirdn en relacién a una posible etapa de translocacion,
previa al procesamiento del COOH-terminal.

EFECTO DE IONES METALICOS EN LA FORMACION DE
FOTOFRODUCTOS EN SOLUCIOMES NUTRICIONALES.
{ Effect of metalic ions on photoproducts
formation in putritional solution?). EBlantco,C.,
Gonzalez, G. y Japia, G. Institutp de Ruimica.

UNIVERSIDAD CATOLICA DE VALFARALSD

Las moléculas biplogicas no son afectadas
por la luz visible, sin embargo en presencia
de fotosensibilizadores y oxigeno se generan
especies reactivas que producen dafo oxidativo
Este daAo es favarecido por la presencia de
elementos metalicos. Los sueros utilizadas en
nutricidon parenteral contienen glucosa, amino-
acidos,vitaminas y elementos metdlicos a nivel
de trazas. Estudios recientes han demostrado
que la vitamina BZ actda come sensibilizador e
induce la formacidn de un aducto fototorico
con el amino&cido triptofano. Estos anteceden-—
tes sumados a las posibles rearciones tipo
Fenton que se pusden favorecetr en los sueraos
fueran estudladas en condiciones de obscuri-
dad, luz monocromatica y luz policromé&tica.

Nuestros resultados indicarmn gque en aobscuridad
el suero permanece estable al menos 1 hr.,peroc
en solo 10 min.de luz policrom&tica se gbserva
una modificacidn significativa de la vitamina
B2 con formacidn de fotoproductoe sin afectar
la concentracidn de glucosa. Los elementos Fe,
Zn y Cu incorporados por separado, estimulan
la formacidn de fotoproductos, con luz blanca.

El MaCl ni el KC1 modifican las cinéticas de
fotodestruccitn. La mezcla de estos elementos,
refleja una aparente proteccién por caobre vy
sales. Con luz monocromatica (450 nm}), las
cinéticas son lentas. En todos los casos, se
observa una modificacidn rapida en los prime—
ros 20 min. y una lenta a tiempos mayares.

Trabajo financiado por DGIF/ UCY


http://min.de

ESTABILIDAD TERMICA DE LA PROTEASA DE Cucurbita
ficifolia EN PRESENCIA DE ADITIVOS. (Thermostability
of Cucurbita ficifolia protease in the presence of
additives). Gonzalez, G., Gonzélez, C. y Merino, P.
Laboratorio de Bioquimica, Instituto de Quimica,
Universidad Catolica de Valparaiso.

Un objetivo de la ingenieria de enzimas es
producir preparaciones de enzima estabilizada a ser
usadas en sintesis, analisis, medicina y en varias
areas de la biotecnologia. La introduccien de
alcoholes polihidricos al solvente produce la
estabilizacien de macromoléculas en solucien. Hemos
purificado y caracterizado parcialmente una proteasa
del fruto de Cucurbita ficifolia y nos ha parecido
interesante estudiar el efecto de aditivos sobre su
comportamiento de estabilidad térmica.

La enzima (10 U/ml) se incuba a pH B,0 con
distintos aditivos a las temperaturas deseadas y a
intervalos regulares se extrae la enzima, se enfria
sobre hielo, determindndose la actividad remanente con
el sustrato Azocolégeno. Glicerol y manitol al 10%
duplicaron la vida media de la enzima a BO C
observandose un 20% de inactivacion. La eficiencia
estabilizadora del polietilengliceol con un rango de
peso molecular desde 400 a BOOO fue directamente
proporcional con su peso molecular. Se observe ademés
a mayor peso molecular del polimerc menor es la
concentracien necesaria de este para estabilizar la
enzima. El sustrato caseina al 1% auments la vida
media de la enzima de 40 a 70 min.

Los polialcoholes probablemente actuan socbre la
estructura del agua que rodea a la enzima
fortaleciendo indirectamente las interacciones
hidrofébicas. La caseina actda estabilizando a la
enzima a través de la formacién del complejo enzima-
sustrato.

Financiado por DGI/UCV

POSIBLES ROLES DE ALANOPINA Y OCTOPINA DESHIDRO-
GENASAS EN EL CORAZON DE CONCHOLEPAS
CONCHOLEPAS. (Possible roles of alanopine and octopine
dehydrogenases In the heart of Concholepas concholepas).

Bustos. D. y Tormes. C.
Departamento de Biologia Molecular, Facultad de Ciencias
Biolégicas, Universidad de Concepcién.

El C. concholepas puede soportar periodos prolongados de anoxia

ambiental, siendo las respuestas adaptativas tejido especificas. En

el caso del corazén, en condiciones de anoxia se alteran las

propiedades cinéticas y regulatorias de la piruvato quinasa, y se

favorece la via glicbgeno-succinato. En este trabajo, analizamos las

piruvato-reductasas que contribuifan a reoxidar e NADH
generado en el corazén del molusco.

En lugar de lactato deshidrogenasa, encontramos alanopina
deshidrogenasa (ADH) y octopina deshidrogenasa (ODH). La
ADH, con un Mr= 41.000, tiene un pH 6ptimo de 7 y alta
especificidad por alanina, con Km aparentes de 0,02 mM, 12 mM y
0,7 mM para NADH, alanina y piruvato, respectivamente. Para la
ODH (Mr= 51.000), los pH éptimos son 7 para la sintesis de
oclopina y 8,2 para su oxidacion. La ODH también utiliza lisina,
aunque las constantes cinéticas, las relaciones metabdlicas de los
dos amino écidos y sus concentraciones en el tejido, favorecen a la
arginina como el sustrato fisiolégico. Con arginina, las Km
aparentes fueron 0,08 mM, 3,1 mM y 2 mM para NADH, piruvato y
arginina, respectivamente; para la oxidacién de octopina, 0,94 mM
para NAD* y 2,7 mM para octopina. ADHy ODH son inhibidas por
concentraciones altas de piruvato y el respectivo amino dcido.

Considerando los niveles de las enzimas estudiadas y de los
amino écidos en los tejidos de los moluscos, se sugiere que la
ODH participaria en la osmoregulacién y la mantencién de los
niveles de arginina libre, y que la ADH serla la enzima terminal de la
glicolisis anaerdbica en el corazén del C. concholepas.

CRISTALIZACION DE  PROTEINAS.  PRIMEROS  INTENTOS DE
CRISTALIZACION DE LA PROTEASA DEL FRUTO DE Queurdrls
ficifolia(Protein  crystallization. Preliminery crystallization of a

protesse from Cucurbita ficifolia) J._A. Martinez Oyanedel, Dpto.

Biologia Molecular, Fac. Ciencias Biolégicas, Universidad de Concepcidn.

La determinacion de la estructura de macromoléculas
biolégicas por difraccion de rayos-X constituye la
técnica mas poderosa para la determinacién de la
estructura a nivel atémico y, por lo tanto, permite
correlacionar las propiedades estructurales de la
macromolécula, con su funcién bioldgica.
Una parte esencial en la aplicacion de esta tecnica es la
obtencién de monocristales de la macromolécula, de
tamafio y calidad adecuados para su estudio, que requiere
una busqueda, tan sistematica como sea posible, de un
rango en que los pardmetros individuales favorecen la
formacion del cristal, y su optimizacion para obtener el
mejor cristal posible para el analisis de rayos-X.
El presente trabajo presenta la implementacién basica
de un laboratorio de cristalizacion de proteinas, el
desarrollo de una metodologia para el estudio de las
condiciones de cristalizacion y la puesta en marcha de
las técnicas corrientes: Microdialisis, Gota colgante y
gota sentada. Se presentan los resultados preliminares
de cristalizacién de la proteasa de Alcayota, Cwewbita
ficifolia para mostrar como Se puede aplicar la
metodologia desarrcllada, desde la obtencién de
precipitado amorfo a la obtencién de microcristales,
presentando las estrategias utilizadas. Esta metodologia
ha permitido obtener cristales pequefios de la proteina.
Proyecto 91.31.40-1, 91.31.43-1 DIUC,

INTERACCION DE ARGINASA HEPATICA HUMANA CON Mn®*
Y Zn?* (Interaction of human liver arginase with Mn?* and
Zn?*). Carvajal N, Tomes, C. y Uribe A Departamento.de
Biologia Molecular, Facultad de Clenm Biolbgicas, Universidad
de Concepcion.

Contrariamente a lo supuesto por muchos afios, en nuestro
laboratoric hemos detectado una especie activa de arginasa
hepética humana que no contiene Mn2*. Hemos propuesto que,
en ausencia del metal, existe un equilibrio entre una forma activa
(Ea) y una inactiva (Ei). El Mn?* se uniria a Ea, desplazando el
equilibrio hacia las especies activas y, a mayores concentraciones,
se uniria a ofro sitio de estas especies, "activindolas”. En este
trabajo, hemos analizado la interaccién de la enzima con el Zn?*.

A diferencia de la arginasa de Saccharomyces cerevisiae, que
requiere Zn?* con fines estructurales y Mn?* para la actividad
cafalitica, por absorcién atdmica encontramos que la enzima
humana sélo contiene 1 Mn2*/ subunidad ¥ no contiene Zn2*.
Ademads, la estructura de tipo "zinc finger" que presenta la enzima
de levadura no concuerda con la secuencia de la enzima humana.
Por otro lado, la arginasa humana es inhibida por Zn?* y la enzima
inhibida es activada, aunque sélo parciaimente, por el Mn?*. Esto
ocurre tanto con las especies oligoméricas como con las
subunidades y la unién del zinc no altera el peso molecular de
ellas. En base a los resultados presentados y estudios previos, se
sugiere el siguiente modelo cualitativo:

Ei

Mn?* Mn?* ]l, zn Mn?*
Mn-Ea-Mn == MnEa == Ea = ZnEa’ = Zn-Ea"Mn

Proyecto FONDECYT 92-0204
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Produccién y Estabilizacién de B-Xilanasas
extracelulares de Aspergillus cervinus ZM1
{Xylanase production and stabilization from A.
cervinua 2Mt)._Aguirre, C., Nazal, A., Durén N¥,
Sposito E¥*, ¥ Curotto, E. Laboratorioc de
Rioquimieca, U. Catélica Valparaiso, Chile.
Instituto de Quimica®, UNICAMP, Brasil.
(Patrocinio: G. Gonzélez-Lira).

La industria del papel esti interesada en aplicar
tecnologia enzimética en el blangueanientc de las
pulpas de celulesa, usando B-xilanasas para
disminuir 1a utilizacién de compuestos clorades;
realizande un proceso menos contaminante. EI
cbjetivo de este trabajo es producir, inducir,
caracterizar ¥ estabilizar B-xilanasas
extracelulares de hongos obtenidos de madera del
sur de Chile. Quince cepss de hongos con
actividad xilanolitica fueron aislados. A,
cervinus 2M1 fue una de las mejores cepes en la
producecién de B-xilanasas. Se utilizaron
diferentes fuentes de carbonoe ecomo inductores.
Xilano de avena, de abedul y de Pinus radiata
inducen las mejores actividades: &4 , 132, 67
Ul/m] respectivamente y con xilosa 70 Ul/ml. EIl
extracto crudo no presenta actividades
endoglucanasa, papel filtro, ni proteolitica
entre el 40 y 50 dia de cultivo. Se estudid el
efecto del pH. .y de 1a tewmperatura ¥y la
eatabilidad térmice. Les xilanasas inducides
presentan un pH 6plimo entre 5.5 -6.0 y una
temperatura mAxima 55 'C. La vida media de estas
enzimas & 55'C. fueron 11.8 (P. radiata),
T.19(abedul) y 4.38(avena) min. Con agente
estabilizante, a igual temperatura la vida media
aumenté a.2.58(abedul) ¥y 1.52{avena) hrs. Igual
tendencia =e . observé a 40°C. Dada las
taracterfaticas de estos extractos, seran
probados en el blanqueamiento pulpas.
Agradecimientos. Fundacién Andes, DGI UCY , Dr
Victorianc Campos y CMPC, Laja.

ESTABILIDAD DE PRCTEINAS EXPERMENTOS DE DENA-
TURACION-HEMATURACION EM  F-LACTAMASAS( Stabilly of
proteine. De naturation-renaturation experiments in B-lactamases).
MGodoy y MBunster LabBiofisica Molecular, Depto.Biologia
Molecu-far,Fac.Ciencias  Biologicas, Unfversidad de  Concep-
cidn Casilla 4077Carreo 3 Concepcidn.

En un intente de delectar dominios independientes en proteinas en
solucidn, se ha estudiado los procesos de denaturacidn renaturacion
de iz B-factamasa de Seoils covausy de Shkpelz ferna Para elio
se utilizd especiroscopia daferencial uY, espedroscopia o fluores-
cencia, ensavos de actividad enzimatica v electroforesis en gradiente
de urea. La hipotesis plantea que es posible detectar intermediarios
en el plegamiento de sna profeina cuandoe se cbliene lransicicnes
detectables a ravés de métodos independientes.

Las B-lactamasas clase A cuva eslructura se conoce, presentan una
eslructura. globular organizada en dos dominios discontinues, de
mode que se esperaria un comportamiento de dos estades, en
experimentos de denaturacion renaturacion . Las Jdos (-lactamasas
sstudiadas, de estructra desconocida, y pertenecientes a la Clage A,
presentan también un comportamiento de dos estados, lo que
avalaria la existencia de una esiruciura comun  en enzinas de una
misma familia.

La enzima de S/Asrmarrdemuestra ser menos estable que la de
Foorzgs en las condiclones de rabajo, hecho explicable por el
menor porcentaje de estructura secundaria determinado a partir de
especlros de dicrolsmo circular de ambas enzimas. Los métodos de
estudic pianteados aqui , permiten la deteccion de intermediarios
pero no necesariamente ia deteccién de dominios independientes.

Patrocinio: Proyecto DI UdeC 20.31.32
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INTERACCIONES  OUE  REGULAN  EL  PLEGAHMIENTO
HELICOIDAL EN PROTEINAS . {Interactions regulating the
helical folding in proteins). Hilda Cid y Felipe Gazitda,
Depto. de Biologie Molecular, Facuitad de Ciencias
Biotogicas, Univarsidad de Concepcidn

Les estructuras halicoidales padrian originar miclens de
plagamienta, durante e} proceso de sintesis de la
proteina, dado que se acepta que su  estabilidad
dependeria fundamentaimente, de interacciones entre
aa relativamente proximos. Un estudic de una rmuestra
de 54 hélices oblemdas de 12 estructuras de proteinas
determinadas 3 una resolycidn fgual o mejor que 208
.empieandn 4 métodos de prediccion independienies.
permita conclulr 1o siquiente

-Las héhices anfipaticas (3% de a muestira) pueden ser
predichas exitosamente por los 4 métodos de
prediccion,las interacciones hidrofobicas, junto 2
puentes dge hidrdgeno entre 195 aa "i7 e "+ 3"
praparcicnan la estagilizacion. Ellas podrian constituir
ndiclens de plegamiento

-La esiabitizacion de las hélices no anfipaticas esta
requlada por ta presencia de puentes sghinos y/ o de
aminoacidos cargades que estabilizen el dipalo
helicoidal,ademas de la presencia de cofactores,
puentes disulfuro y cercania al sitio activo. Estas
Uttimas deberian completer su farmacion en las etapas
finales del plegamianto de 1a cadena polipeptidica.

-5e discute 18 influencia de 1a composicion de aa versus
la secuencia en el piegamiento de Ias proteinas

Proyectno 91.31.43-{ DI, U. de Concepcion

ORGANIZACION DE LOS GENES DE ISOTOCINA DEL PEZ
TELECSTEQ Catostomus commersoni. {Organization of the
Isotocin genes from ihe teleost fish Catostomus commersoni).
Figueroa, J. Richter, D. Instituto de Bioguimica, Universidad Austral
de Chile, Valdivia, Institut fir Zellbiochemie und klinische
Neurobiologie, Universitdt Hamburg, Hamburg, Alemania. (Patrocinio:
Cr. L. Burzio).

Los genes de oxitocina y vasopresing han sido caracterizados
en varias especies de mamiferos y ambos genes son altamente
conservados confirmando teorias preliminares que predicen el origen
desde un ancestro coman. Cada gen comprende 3 exones separados
por 2 intrones y codifican para las unidades funcionales de la
poliproteina. Cada especie de wverebrade posee un péptide
representativo de cada tipo de hormona.

En estos peces se encuentra presente Isotocina ([Ser"]. [Iles]-
oxitocina de la cual sdlo se conace la secuencia peptidica de la
hormona. Resulia por tanto de la mayor importancia congcer la
secuencia del precursor y su organizacién génica. Con este fin, se
rastre¢ una bibliogteca de cDNA de ndcleos predpticos, con
oligonucledtidos sintéticos encontrandase 4 clones. Se secuenciaron
por el método de Sanger y se analizd la secuencia, estructura y
organizacidon de los precursores. Se encontraron caracteristicas
conservadas con respecto a mamiferos en todas las unidades
polipeptidicas funcionales de la poliproteina (péptido sefial, harmana,
neurofisina) observandose ademas la presencia de una neurofisina
mas larga de lo normal, presentando caracteristicas del copeptin
presente en la familia tipo vasopresina, aunque carece de fa tipica
secuencia de glicosilacidn (NAT). Paralelamente se realizd andlisis de
Northem-blots para evaluar la expresion y Southemn-blot para el
estudio del ndmero de genes, asi como el polimorfisme.
Posteriormente se construyé una biblioteca gendmica parcial en el
vector AZap [l digiriendo DNA gendmico con £co RI. Como sonda se
empleo los precursores ya caracterizados, marcados con «32P-dCTP.
El hallazgo de clones permitid la secuenciacidn, comparacién con los
precursores, andlisis de la organizacién génica, uniones exon-intron,
tetrapioidia y potimarfismo tipico de estos peces.



Reprogl ién de la expresién de genes ribosomalas durante la
aclimatizaciéon de €. carmpio. (Ribosomal RNA gene expression
reprogramming during the acclimatization of C. carpio}. Vera, M.L. Instituto
de Bioquimica, Facultad de Ciencias, Universidad Austral de Chile,
Valdivia. (Patrocinio: Dr. M. Krauskopf).

Ei ambiente acudtico en que habita el pez C. carpio esta somelide
a cambios ciclicos estacionales a los que este ectotermo eurilermal debe
adaptarse. Resultados previos cbtenidos en nuestro laboraterio nos han
llevado & postular que el proceso de aclimatizacién invelucra, entre otres
aspectos, una reprogramacion de fa expresidn génica. En particular,
nuesira hipdtesis de trabajo sostiene que esta reprogramacion afecta
también a los genes ribesomales de la carpa.

La canlidad de rRNA sintetizada por los hepatocitos disminuye
notoriamente en inviemo. Se observa ademés, en cortes ultrafines de
higado provediente de carpas aclimatizadas a inviemo, que los
conslituyentes nucleolares estan completamente segregados, nc asi en
verane, donde éstos aparecen totalmente integrados.

El estudio de la regulacion de la expresion de genes ribosomales
de carpa durante aclimatizacién, ha sido abordado a través de tres
aspeclos:

i) actividad RNA polimerasica en niclees aislados de hepatocitos de peces
adaplados a ambas condiciones de aclimatizacion. Esta se midié en
ensayos con y sin a-amanitina. No se observo diferencias significativas en
la transcripcion mediada por RNA poi I

ify estudio in sifv de la transcripcién mediante la técnica de RNAsa-oro
coloidal en cortes ultrafinos de higado de carpas aclimalizadas a inviemo y
verano. Los resultados indicaron que existen diferencias semicuantitativas
consistentes con la reprogramacion de la expresidn génica, especiaimenie
a nivel nucleolar, enfre ambaos estades adapiativos

iiiy clonamienic de genes ribosomales. Se aislé un gen conteniendo
secuencias de rDNA a partir de una biblioteca genémica. Se determind el
mapa de restriccién del inserto {aprox.12 kb) y se subclont unc de sus
extremos {44 kb) en pUC19. Esie subclon (pCRR 4.4} ha sido
parcialmente secuenciago en ambos extremos. Los mas de &00pb
identificados fueron comparados con fas secuencias conocidas de Jos
genes de rRNA de Xenopus no encontrindose homolegias suficientes. Se
continuara secuenciando para ubicar los genes de rRNA e identificar
posteriormente, rio ariba del extreme §' del precursor, las regiones cis que
estén implicadas en la regulacién de su expresion y compararlas con las de
olras especies de ectotermos. Proyectos FONDECYT 007/90 y D'D-UACh
S5-90-15.

POSIBLE ROL DE LOS CANALES DE K* SENSIBLES A LA
APAMIN EN LA DISTROFIA MIOTONICA. (Possible role of
apamin-sensitive K* channels in myotonic dystrophy).

Behrens MI, Jalil P, Scrani A, Latorre R, Vergara F. Servicio de
Neurologia Hospital Sétero del Rio, Centro Scanner, Facultad de
Ciencias Universidad de Chile y Centro de Estudios Cientificos de
Santiago.

La distrofia miotdnica es una enfermedad genélica
caracterizada principalmente por atrofia muscular y miotonia, una
actividad eléctrica repetitiva del misculo. En el presente estudio, se
investigd el posible rol de los canales de K* sensibles a apamina en
la génesis de la miotonia en esta enfermedad. La apamina es un
péptido de veneno de abeja, que bloguea especificamente los canales
de K* de baja conductancia activados per Ca*?, La inyeccién de 30
ul de apamin 10 M en los misculos de ia eminencia tenar de
pacientes con distrofia miotdnica indujo una disminucién de la
actividad eléctrica basal en los 6 pacientes estudiados y la descarga
de rifagas miowdnicas se hizo mds dificil de lograr en 5 de estos
pacientes durante el registro electromiogréfico. En dos centroles v
en dos pacientes con miotonia generalizada, asi como también en
une con miotonia congénita (donde el defecte estd en los canales de
Cl), la apamina no tuvo efecto. Estos resultados sugieren que los
canales de K* sensibles a apamina, entre otros canales, participan
en el mecanismo de generacién de la miotonfa en la distrofia
mioténica.

Este trabajo se financid con fondos de FONDECYT 296-1989 y
Copec Chile.

IDENTIFICACION DE RENIBACTERIUM SALMONINARUM POR LA
REACCION DE LA POLIMERASA EN CADENA. (ldentification of
Renibacterium salmoninarum by a polymerase chain reaction assay).
Leén, G y Krauskapf, M_ Instiluto Bioquimica, Facultad de Ciencias,
Universidad Austral de Chile, Valdivia.

La capacidad de amplificar secuencias especificas de DNA
ha transformadoe la reaccidn de la pelimerasa en cadena (PCR) en
una herramienta importante no sélo en investigacidn sino también en
€l diagnéstico y deteccitn de enfermedades genéticas e infecciosas.

En nuestro laboralorio se desarrolld un método basado er la
reaccién de PCR para la deteccidon de Renibacterium sakmoninarum,
el agente etiotdgico de |la enfermedad bacteriana del rifén (BKD) en
salmonideos. Se logrd la amplificacion especifica de un segmento de
149 pares de bases del DNA del microocrganismo causal de BKD,
segmento que previamente habia sido caracterizado como tnico det
genoma de ia bacteria. La identificacién inequivoca de la secuencia
amplificada se realizé por experimentes de hibridacién en Southemn
del producto de la reaccién de PCR. utilizando la sonda no
radiactiva.

Empleande el DNA purificado de R. saimoninarum comoc
templado, hemos logrado detectar a fravés de la reaccidn de
amplificacién génica, una cantidad de DNA equivalente al conlenide
de 22 células bacterianas. No cbslante, modificaciones de la técnica,
actualmente en progreso en ¢l laboratorio, permiten anticipar un limite
de sensibilidad de aproximadamente una célula bacteriana.

El método se aplicé con éxito para identificar directamente el
apgente responsable de BKD en muestras de tejido renal de peces
Infectados, las que previamente fuercn extraidas con Chelex 109.
Ademas, se identificd la presencia del microorganismo en tejido renal
de peces en los gque otros mélodos, como IFAT y ELISA, habian sido
negatives. El procedimiento es altamente reproducible y ventaioso
para el diagnéstico de BKD, indicando su patencialidad para ser
utilizade como un prebable mélode ge moniterec de poblaciones de
peces can el fin de detectar portadores de la enfermedad. Financiade
por proyecto Fondecyt 190/92 y DID-UACH 8/93-22.

SUPLRFICTIE TRITEL IAL UYERTHA THDOCTLOS
_ WChange: in de  wkevine epithelisl
7 propranglali. Horales, F.4. ¥ Eruzzene,
Unidad de Reproduccisn, Depto. de Fisiologia y
icay, Facultad de Medicina, U. de O
trabajoz antericres —e ha de
ictas O-adrendrgicos, Dl-propra . v butowami-
la implatacién  cwando  son administrados
L dia 1 ¢r la prefiez. La implantacien ez un
gl rcual dshe existir uwna interacrisn ¥
reconacimiento superficial entre el blastoquiste v las
microvellosidades ty glicoralisx) del epitelio supsrfi-
cial endioemetrial. Fur este motivo se estudia el efecto
del Dl-propranclel en  la superficie luminal del
epitelioc uterino.

Se utrlizaron rats  cepa Sprague-Tawlay durante el
periods peri-implantacional (4-4.5-0-6 dias de prefez;
n o= 2/diad las que fueron instiladas con Di-propranolal
1% mg/mlr en el cuerno uterinn dereche ¥y  suern
fisiglsgico en gl cuerno utering izquierto de control.

Se tamaron muestras de cada cuerno uterino en los
dias estudiados, se fijgaren en  glutaraldehido y se
procecaron  para  Su  sbservacien en  miscroscopla  dae
barrida.

Entre los 4 y U dias de prefer los cusrnos contro—
les presentan células con  abundante microvellosidades
grussas y largas. Mo se raconocen los limites celulares
# lgs & dias se observaron blastoguistes implantados,
En los animales tratades entre los 4 ¥y 5 dias las
células presentan su superficie apical 1lisa con un
menar namerao de microvellosidades cortas y delgadas, a
los & dias no se observaron blastoquistes implantados.

Estos resultados nos permiten suponer un  rol muy
importante a 1la superficie apical (microvellosidades y
glicocalix»? de la célula uterina para el reconocimiento
& implantacisén del blastoquiste, pués las modificacio-
nes de estas estructuras inducidas por el DL-proprano-
lol iapiden la implantacién.

Proyecto Fondecyt 92/924.
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ESTUDIOS DE MIOGENESIS CARDIACA POR HIBRIDACION IN
SITU. (Cardiac myogenic studies by in sify hybridization). Zérraga,
A.M., Goicoechea, C.G* y Siddiqui, MA.Q* Inst. Bioguimica,
Inst. Embriclogia*, Fac. Ciencias, Universidad Austral de Chile, Valdivia
y *™Anatomy and Cel Biology Dept, Health Science Center, SUNY,
Brooklyn, N.Y, USA, (Patrocinio: Dr. R. Amthauer)

Diversos tipos de mioblastos y fibras musculares se forman
durante el desamolle de vertebrados. Estos aparecen en distinias
etapas de la embriogénesis, migran a las regiones formadoras de
mosculo del embridn, fusiondndose para formar fibras musculares
multinucleadas. Al respecto, se ha propuesto que las células del
mesodermo  adquieren un  compromiso durante el desarollo
embrionaric temprane para diferenciarse a mioblastos, y
posteriormente, madurar como miofibra. A nivel molecular, estos
eventos de diferenciacion van acompafados de la acumulacion de
transcritos de proteinas muscwlares suginendo wun  complejo
mecanismo de control de la expresién de [os genes comespandientes.

La formacién y desarrello del sistema muscular de corazén
representa un sistema ideal para el estudio de regulacién génica, ya
que el tejide cardiaco es uno de los primeros en diferenciarse,
precediendo a la somitogénesis y formacidn de! tejido esquelético. Al
respecto, la expresién fisiolégica dei gen que codifica para la cadena
liviana de miosina cardiaca {MLC,) se encuentra restringida a células
de corazdn en esladios avanzados del desarrollo, desconociéndose su
funcionamienta en elapas mds tempranas.

Para responder esta inferrogante, en este trabgjo presentamos
experimentes de hibridacidn in situ de cortes de tejido embrionario de
polo en el estado 11 y 19 del desamollo. Hemos utilizado 358-
ribosondas derivadas del gen homélego de rata asi como
oligonuclettidos marcados con digoxigenina, cuyas secuencias son
complementarias al exdn 1 del gen MLC, Los resultados demuestran
que este gen se expsesa tanto en tejido cardiaco como en la porcién
miotomal del semito, previo a la diferenciacidon muscular de ia fibra,
Este hallazgo permite utilizar la expresion del gen MLC, como
marcader tanto del tejido muscular estriade como también de las
etapas tempranas de la miogénesis. Financiado por: John D. and
Caiherine Mac Arthur Foundation-AAAS y Proyecto DID UACH S-
92/91,

INTERACCION DE FRUCTOSA-1,6-BISFOSFATASA DE RINON
DE CERDO CON SONDAS FLUORESCENTES. (Pig kidney fructose
1,6-bisphosphatase inferaction with fluorescent probes)._Ludwig. H..
Yafez, A., v Slebe, J.C. Institute de Bioquimica, Facultad de Ciencias,
Universidad Austral de Chile.

La fruclosa-1,6-bisfosfatasa (FBPasa) es regulada por inhibiciones por
fructosa-2,6-bisfosfate (Fru-2,6-BP) y AMP, presentindose un sinergismo
entr¢ ambos efectos. La naturaleza de la intubicidn por Fru-1,6-BP es
condrovertida on relacion a si la enzima presenta un sitio alostérico para cste
mlubidor o contrariamente Fru-2,6-BP se une al sitio activo. En nuestro
laberatorio se ha demostrado que la modificacion  selectiva del  residuo
Cys-128 con reactivos voluminosos afecta la inhibicion de la enzima por
Fru-2,6-BP, sin alterar el valor dcl Kiy, para Fru-1,6-BP, lo que indica que
la interaccion de ambos azicares con la enzima es diferente (Reyes, A,
Bravo, N, Ludwig, H., Inarte, A., y Slcbe, J.C. J Frot. Chem. 12, 159-168
(1993)). Con el proposito de estudiar esta interaccion y la polandad del
entorno de la cisteina, se utilizaron dos difcrentes fluoroforos: FMP, analogo
estructural de AMP e inhibidor de la cnizima v ¢l grupo AEDANS.

Se tratdo FBPasa con IF-AEDANS, observandose una incorporacion de 0.9
grupos AEDANS por subunidad de la cnzima. La cnzima modificada
conservo inalterada la actividad cspccifica asi como la inhtbicion por AMP,
mientras que fue practicamente insensible a Fru-2,6-BP. En el analisis por
HPLC de los péptidos tripticos del derivado carboximetilado se detecto una
sefial fluorescente mayoritaria cuya posicidn sugiere una marcacion del
residuo Cys-128. El derivado FBPasa-AEDANS permitié determinar que la
polaridad del microambienic del fluardforo unido a la enzima cs similar a la
de una solucion de 40% etanol en agua. Por otra partc, sc cstudio la umoén
de FMP a FBPasa, midiendo el aumento de la intensidad de la banda de
emision del fluordforo. Se encontrd que la ution de FMP es un fendmeno
cooperative, y que Fru-2,6-BP, Fru-1,6-BP y Fru-6-P hacen aumentar la
afinidad de la enzima por el nuclestide, mientras que el sustrato alternativo
Fru-1-P no presenta este efecto. Los resultados apayan la existencia de un
"dominio de unitn” para fructosas bisfosfatos, que podria acomodar tanto cl
Fru-1,6-BP como ¢l Fru-2,6-BP, pero con algunos determinantes de union
diferentes. (FONDECYT 92-150 y DID-UACH 8-92-40).
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EL PROTEOGLICAN DECORINA BS SOLUBILIZADO BSPECIFICANENITE POR NEPARINA DRSDRE L3
MATRIT EXTRACRLFLAR DE NUSCVLG ESQUELETITO BE RATh. (Oecoria is specifically
solubilized by heparin from the exttacellular watrin of rat sheletal wuscles),
Melo, ¥ v Brandaa, B. Unidad de Weorobiologfa Nolecular, Bepartamente de
Bivlogia Celnlar y Molecular, Faceltad de Ciencias Bioldgicas, P. Usiversidaa
Cathiica de Chile,

La matriz "extracelular [WEC) estd compaesta de diversas qlicoproteimas,
roldgenos y proteoglicanes (PGs}. Bstos Altimes corresponden a macromolécalas
formadas por una proteiza ceatral a la ceal se le unen de manera covalente
tadenas de glicosaminoglicames salfatades (GAds). Bn trabajos previos hemos
demostrado la presencia de varios PGs en la MEC obtenida de mbsculo esquelético
de zata. Botze Los cuales destaca ua PG de¢ dermatdn solfato denominado decorina.
BI nivel de expresion de este PG estd Everteaeate infinenciado por la presencia
del nezvio aotor, Memds, decoriaa presesta le capacidad de anizse 3 moldeatas
de coligeno, fibronectiaa y 3l factor de traastorsacibn de tipo beta (YGP-8).
Previanente hemos demestrado que &1 GAG depatind co-solubiliza desde NEC de
abscalo esquelético 1a ensina acetilrolisesterasa (AChE) y on material saltatade
con caracteristicas de PG. B1 objetive de este trabajo Eue determimar las
caracteristicas moleculares de este PG,

Para esto mpa fraccidn eariquecida es MEC provenientes de adsculo esquelético
de tata, previamente iayectadas con selfate radicactivo, fue solubilizade con
heparina, B! material solebilizado fuwe Eracciosade ea columaas de exclesids
wolecwlat (Sephatosa CL-1B) previo tratamieato con emrimas deqradativas de
{GAGS). Les andlisis de estos reswltades segieren que el BG solubllizade
corresponde 2 wno de cosdroitin/dersatds sulfate. La determimaciéa de la
proteina central jete a la Insesoprecipltacida especifica de este PG con
anticwerpos contra decerina indican que ¢1 PG solabilizado desde la MBC muscular
corresponde tnequivocanente a decorina.

Istos resultados indican goe en la MEC de mbsculo esquelitice el PG decorim
estarla Lateractaando con POs de heparin sulfato y en alquna forma cox i enxina
AChE.

{Financiado per PONDRIYY 565-%3 ¢ IS 1HOT/2),

PLEGAMIENTO IN VITR(} DE LAS FORMAS PRECURSORA Y
MADURA DE UNA PROTEINA MITOCONDRIAL (In vitro refolding
of precursor and mature forms of a mitochondrial protein). Alejandro
M. Reyes, Ana Iriarte y Marino Martinez-Carrién. School of Biological
Sciences, University of Missouri-Kansas City, Kansas City, USA e
Institute de Bioquimica, Universidad Austral de Chile, Valdivia, Chile.

La aspartatc aminctransferasa mitocondrial (mAspAT), proteina
dimérica dependiente de piridoxal 5'-fosfato (PLP), es codificada por el
genoma nuclear y sintetizada en el citoplasma como una protelna
precursora {(pmAspAT). Esta contiene un péptido de sefal de 29 residuos
en el extremo dmino terminal, el cual es esencial para su encauzamiento e
importe en la mitocondria. Se ha propuesto gue el plegamiento de protefnas
mitocondriales puede ser asistido por chaperonas, y también que Ja
secuencia Ifder puede afectar el plegamiento del componente maduro de la
protefna. En lisados de reticulocitos se ha descrito que pmAspAT recién
sintetizado se pliega v une PLP lentamente [Mattingly, J.R., Youssef, 1.,
Iriarte, A. y Martinez-Carridn, M, {1993)J. Biol. Chem. 268, 3925-3937).
Dada la disponibilidad de las pmAspAT y mAspAT de higado de rata como
protefnas recombinantes catalfticamente activas, estudiamos el plegamiento
in vitre de ambas formas para analizar el efecto de la presecuencia sobre
el plegamiento en ausencia de otros componentes celulares.

Después de desnaturacion en guanidina-HCL 4 M (21°C, pH 7,5), la
renaturacidn se signid por cambios en actividad enzimdtica, fluorescencia
y dicreismo circular. Tanto pmAspAT come mAspAT se reactivan
eficizmente luego de dilucidn rdpida del agente desnaturante a bajas
concentraciones de protefnas (rendimiento ~860% a ¢ = 40 pg
protefna/mL}. Las transiciones de desnaturacidn / renaturacion en equilibrio
y las cingticas de plegamiento son idénticas e independientes de la
concentracidn para ambas formas de la protefna. El plegamiento estd
determinado por dos isomerizaciones lentas; la dimerizacion es muy rdpida.
La unién de PLP al sitio active ocucre en una etapa tardia del proceso,
sugiriendo que la coenzima no dirige el plegamiento de estas protefnas,
Estos resultados indican que in vitro el plegamiento de mAspAT no es
regulado o influenciado por la presencia de la presecuencia. Asimismo, el
plegamiento in vizro es mds rapido que el de ia proteina recién sintetizada
en lisado dz reticulocitos, lo que apunta a 1a probable influencia de factores
citoslicos que modulan el plegamiento de la protefna en la célula.
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PLASMINOGENO Y ACTIVADOR DEL PLASMINOGENO
MEDIAN LA CAPACIDAD INVASIVA DE CELULAS
LEUCEMICAS. Plasminogen and Plasminogen
Activator mediates the invasive capacity
of leukemic cells. y

i .y Silva S.

Martinez J., Santibdfiez J.F
Unidad de Biologia Celular, INTA, U. de
Chile. .

El Activador del Plasminégeno similar a
uroguinasa (u-AP) es una proteasa que
cataliza la transformacidén de Plasminégeno
en Plasmina, y gue juega un importante
papel en los procesos degradativos de
moléculas de matriz extracelular (MEC) que
median la invasidon tumoral.

En nuestreo laboratorio hemos descrito la
degradacién de coldgeno interticial de MEC
de estroma de médula 6sea de ratén por
parte de una procolagenasa asociada a la
membrana de 1la linea celular leucémica
WEHI-3B, activable por Plasmina generada
por la actividad de u-AP.

En la presente comunicacién damos cuenta
de 1la existencia a nivel pericelular de
sitios de union especificos para u-AP como
también de similares sitios de ligamen
para Plasminégeno. En el caso de este
iltimo, se analiza la importancia de su
unién especifica a Colageno tipo I.

Se discute el significado funcional de la
posible asociacién de vecindad entre la
enzima activadora (u-AP), 1la enzima
activable (colagenasa) y el principal
sustrato de la reaccién (Plasminégeno).

Financiamiento de Fondecyt N®1930904

ANALISIS DEL CONTROL DE UN SISTEMA METABOLICO
SIN SABER LAS PROPIEDADES CINETICAS DE LAS
ENZIMAS COMPONENTES. (Analysis of the control of a meta-
bolic system without knowing the kinetic properties of the com-
ponent enzymes). Cornish-Bowden, A., Laboratoire de Chimie
Bactérienne, CNRS, Marsella, Francia, y Hofmeyr, J.-H. S., De-
partment of Biochemistry, University of Stellenbosch, Sudaffica.

La teoria de control metabolico iniciado por Kacser y Burns en
1973 ha demostrado ser muy util para analizar el control de
sistemas metabolicos. Una idea importante de esta teoria es que la
eficiencia de control es distinta de la existencia de mecanismos de
control, es decir debemos analizar la eficiencia en términos de la
respuesta a un estimulo y no en términos de los mecanismos que
existen. Por ejemplo, en bacterias como Escherichia coli 1a sintesis
de la serina es inhibida por la serina, pero esta retroinhibicion no
existe en los mamiferos; ésto no implica, sin embargo, que la sin-
tesis esté bien regulada en bacterias y que no lo esté en mamiferos.
Para llegar a una conclusion valida, uno necesitaria saber de que
manera la velocidad de sintesis de serina en mamiferos responde a
cambios en la demanda de utilizacion de serina. Sin embargo ha
sido muy dificil en la practica establecer la estructura de control de
un sistema, debido a la necesidad de conocer las caracteristicas
cinéticas de todas las enzimas que componen dicho sistema, lo que
implica una cantidad enorme de trabajo. Recientemente hemos
solucionado este problema, pues hemos desarrollado la matriz de
coeficientes de co-respuesta, cada uno de los cuales expresa la
forma en que dos variables del sistema completo (por ejemplo un
flujo y una concentracion de intermediario) responden
simultaneamente a una misma perturbacion. Esta matriz puede ser
transformada en una matriz de coeficientes de control

INCAPACIDAD DE LA CANALIZACION DE SUSTRA-
TOS PARA DISMINUIR LA CONCENTRACION DE
METABOLITOS LIBRES (Inability of channelling to
decrease free metabolite concentrations). Cardenas, M. L. y
Comish-Bowden. A., Laboratoire de Chimie Bactérienne,
CNRS, Marsella, Francia.

Se denomina canalizacién de sustratos a la transferencia
directa del producto de una enzima al sitio activo de otra que
lo utiliza como sustrato, sin que se produzca difusion al seno
de la solucion. La existencia de este fenémeno en complejos
enzimaticos transitorios o de asociacion débil es muy contro-
vertida, pero el tema presenta gran interés debido a las
posibles ventajas fisiologicas de la canalizacion. Una de las
ventajas comunmente atribuida es la disminucion de la con-
centracion libre del intermediario catalizado en funcién del
grado de canalizacion, lo que evitaria problemas derivados
de la limitada capacidad de solvente de la célula.

En este trabajo se demuestra algebraicamente que en
condiciones de flujo constante, la canalizacion de interme-
diarios no afecta la concentracién libre de éstos, indepen-
dientemente del namero de metabolitos canalizados y del
tipo de complejo enzimatico implicado. Los resultados que
sugieren que la canalizacion puede disminuir el pool de
intermediarios libres en condiciones de flujo constante son
artefactos derivados de condiciones en que hay variacién de
flujo (es decir el flujo no es realmente constante), o hay
alteraciones en direcciones opuestas de las actividades de las
enzimas relevantes (“cross-over effect”).

RELACION ENTRE MORFOGENESIS DE GLANDULAS GASTRICAS Y
SULFATACION DE LOS PROTEOGLICANOS.(Relation between gastric
glands morphogenesis and sulfation of proteoglycans) Koenig
C.S., Hufiez R., Munizaga A y Dabiké N. Dpto de Biologia
Celular y Molecular. Facultad de Ciencias Bioldgicas.
P.Universidad Catdlica de Chile.

Ourante la morfogénesis de gldndulas gastricos de pollo,
se modifica la matriz extracelular vecina a los tubos epite-
liales. Un aumento en la sintesis de condroitin y hepardn
sulfato es previa a la formacion de los tubos glandulares
secundarios y a la diferenciacion de las células oxinticos.

El rol de los PGs de la matriz en la morfogénesis glandu-
lar y la diferenciacién de las células oxinticas, se estudid
inhibiendo la sulfatacidon de los PGs, por administracion de
clorato io, (Humphries and Silbert (1988) B.B.R.C
164:365-371), a huevos embrionados desde el dia 10 de desa-
rrollo. Los estémagos se analizaron por a:caracterizacion
histoquimica de PGs. b:cuantificacién de enzimas marcadoras
de células oxinticas. e: tincion citoquimica de enzimas
marcadoras y d:ultraestructura de células epiteliales.

La inhibicion de la sulfatacién de PGs en la etapa en que
crecen los tubos primarios y proliferan las células que ori-
ginardn los tubos secundarics (d10a13) produce citodiferen-
ciocion atipica del epitelioc del tubo primario acompafiada de
blogueo de la proliferacion celular. En lo etapa en que ocu-
rre crecimiento y citodiferencacion de los tubos secundario
(411 al4) se inhibe lo morfogénesis del tubo glandular y la
diferenciacion de las células oxinticos. Se demuestra que la
sul fatacion normal de los PGs juega un rol en la regulacion
de los procesos morfogéneticos del lobulillo gastrico.
PROYECTD FONDECYT 769./89
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10:-30 Michea., Acevedo.L., Lagos N. {Depto. Fisiologia
v Biocfisica Facultad de Medicina). Rol de la proteina
intrinseca .principal (MIP) en la fizicpatclcocgia de
la catarata.
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ROL DE LA PROTEINA INTRINSECA PRICIPAL (MIP)
EN LA FISIOPATOLOGIA DE LA CATARATA. Michea
Acevedo. L., Lagos N.. Depto. de Fisiologia y Biofisica,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

E! lente de los vertebrados es un sincicio formado
mayoritariamente por células llamadas fibras del lente. Las
membranas plasmdticas de las fibras poseen estructuras
especializadas denominadas junturas de membrana. En el lente |
catardtico existen alteraciones del equilibrio osmdtico y |
metabdlico. Los mecanismos fisiopatolégicos de este proceso
son desconocidos. Una posible explicacién podria involucrar a
las proteinas intrinsecas que forman parte de los componentes
moleculares constitutivos de las junturas.

MIP es la proteina intrinseca de membrana mas
abundante de las junturas. Su funcién es desconocida. MIP se
incorpora a bicapas planas formando canales voltaje
dependientes. Su estructura primaria es compatible con la de
una protefna formadora de canal y permitirfa la
intercomunicacion celular. A diferencia de las conexinas, MIP
se encuentra localizada sélo en una de las membranas de las que
forman la juntura. Otra funcion sugerida para MIP seria .
mantener la adhesion de las membranas de la juntura,
colapsando el espacio intercelular.

Se presentardn estudios en relacion a ta purificacién de
MIP, su estructura y funcién como molécula promotora de
adhesividad.

Financiados por proyectos FONDECYT 1096-91 y DTI
B3245-9015. L. Michea Acevedo., alumno doctorado en
Ciencias Biomédicas, Fac. Medicina, U. de Chile, becado
FONDECYT, finaciado por proyecto FONDECYT para
estudiantes de doctorado 2930001y financiamiento de tesis
de post grado de la Universidad de Chile.




