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V n REUNION ANUAL 
SOCIEDAD DE BIOLOGIA CELULAR DE CHILE 

X V I REUNION ANUAL 
SOCIEDAD DE BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR DE CHILE 

Valdivia, 26 al 28 de Agosto de 1993 

RESUMEN DEL PROGRAMA 

Jueves 26 

10:30- 12:00 Inscripción 

11:30- 12:00 Café 

12:00 - 13:00 CONFERENCIA PROFESOR: OSVALDO CORI 
Sobcrón, X. (Instituto de Biotecnología, UNAM, México). 
Evolución in vitro de actividad enzimatica mediante mutagénesis 
combinatoria. 

13:00- 14:30 Almuerzo 

14:30 - 16:00 COMUNICACIONES LIBRES I : 
Regulación y Control de Metabolismo 

COMUNICACIONES LIBRES I I : 
Matriz y Adhesión Celular 

16:00-16:15 CAFE 

16:15 - 17:45 COMUNICACIONES LIBRES I I I : 
Biotecnología 

COMUNICACIONES LIBRES IV: 
Biomedicina 

18:00 - 20:00 Avances de Tesis I 

20:15 - 21:30 FUNDACION CHILENA PARA BIOLOGIA CELULAR 
PREMIO A LAS MEIORES TESIS EN PREGRADO Y 
POSTGRADO 

21:30 Cena 



Viernes 27 

8:00 - 9:00 Desayuno 

9:00 - 10:30 Avances de Tesis I I 

10:30- 11:00 Café 

11:00 - 13:00 INCORPORACIONES Y COMUNICACIONES LIBRES V: 
Respuesta Celular a agentes tóxicos 

INCORPORACIONES Y COMUNICACIONES LIBRES V I : 
Biología Molecular I 

13:00- 14:30 Almuerzo 

14:30 - 16:30 COMUNICACIONES LIBRES V I I 
Estructura de Proteínas 

COMUNICACIONES LIBRES VI I I 
Desarrollo y Citodiferenciación 

16:00- 16:30 Café 

16:30 - 18:00 COMUNICACIONES LIBRES IX 
Enzimología 

COMUNICACIONES LIBRES X 

Mecanismos de Regulación y Proliferación Celular. 

18:00- 18:30 Café 

18:30 - 20:30 SIMPOSIO I : Educación en la Biología 
20:30 - 21:30 MEDALLA: Dr. Hermán Niemeyer F. 

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

21:30 Cena 
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Sábado 28 

8:00- 9:00 Desayuno 

9:00 - 10:00 COMUNICACIONES LIBRES X I : 
Biología Molecular I I 

COMUNICACIONES LIBRES X I I : 
Modificación Química y Expresión de Proteínas 

10:15-10:30 Café 

10:30 - 11:30 CONFERENCIA: DR. LUIS IZQUIERDO 
HOMENAJE A CARGO DE LA SOCIEDAD DE BIOLOGIA 
CELULAR DE CHILE: Dr. José J. Minguell, (Universidad de Chile): 
Biología del Trasplante de médula Osea... y otras emociones. 

11:30- 14:00 SIMPOSIO I I 
Ciencia, Política y Medios de Comunicación 
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~~ Termocicladores MJ Research. 
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PROGRAMA 

Jueves 26 de Agosto de 1993 

12:00 CONFERENCIA PROFESOR OSVALDO CORI 
Osuna, J., Flores, H., Viadiu, H., Munguía, M.E. y Soberón, X. (Instituto de 
Biotecnología, UNAM, México). Evolución in vitro de actividad enzimatica 
mediante mutagénesis combinatoria. 

14:30 COMUNICACIONES LIBRES I 
Regulación y Control del Metabolismo 

PRESIDENTE: N . Carvajal 
SECRETARIO: A. Valenzuela 

14:30 Garrido, A., Gárate, M. , Campos, R., y Valenzuela, A. (Unidad de Bioquímica 
Farmacológica y Lípidos, Instituto de Nutrición y Tecnología de los 
Alimentos (INTA), Universidad de Chile). Respuesta adaptativa orgánica al 
consumo de -ácidos grasos poliinsaturados N-3 de origen marino. 

14:45 Hidalgo, P., Cárdenas, L., Morales, M.N., y Bronfman, M . (Departamento de 
Biología Celular y Molecular, Facultad de Ciencias Biológicas, P. Universidad 
Católica de Chile. Mecanismos de inhibición de proteína quinasa C por 
palmitoil-carnitina. 

15:00 Preller, A., y *Wilson, J.E. (Departamento de Biología, Facultad de Ciencias, 
Universidad de Chile, *Departamento de Bioquímica, Michigan State 
University). Localización subcelular de hexoquinasas en tejidos de rata. 

15:15 Cárdenas, M . L . y Cornish-Bowden, A. (Laboratoire de Chimie Bactérienne, 
CNRS, Marsella, Francia). 
Incapacidad de la canalización de sustratos para disminuir la concentración de 
metabolitos libres. 

15:30 Carvajal, N. , Vega, E., Erices, A., Bustos, D. y Torres, C. (Departamento de 
Biología Molecular, Facultad de Ciencias Biológicas, Universidad de 
Concepción). Posibles roles de alanopina y octopina deshidrogenasas en el 
corazón de concholepas concholepas. 

15:45 Cornish-Bowden, A. y Hofmeyr, J.H.S. (Laboratorie de Chimie Bactérienne, 
CNRS, Marsella, Francia y Department of Biochemistry, University of 
Stellenbosch, Sudáfrica). 
Análisis del control de un sistema metabólico sin saber las propiedades 
cinéticas de las enzimas componentes. 
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14:30 COMUNICACIONES LIBRES I I 
Matriz y adhesión Celular 

PRESIDENTE: T. Núñez 
SECRETARIO: N . C. Inestrosa 

14:30 Rodríguez, J.P., Carrino,D. y Caplan, A. I . (Unidad de Biología Celular, 
INTA,Universidad de Chile y Skeletal Research Center, Case Western Reserve 
University, Cleveland, Ohio, USA). Estudios de estructura -función de 
proteoglicanos. Caracterización de un proteoglicano de dermatan sulfato y su 
rol en mineralización. 

14:45 

15:00 

15:15 

15:30 

15:45 

16:15 

Meló, F. y Brandan, E. (Unidad de Neurobiología Molecular, Departamento 
de Biología Celular y Molecular, Facultad de Ciencias Biológicas, P. 
Universidad Católica de Chile). El Proteoglican decorina es solubilizado 
especi ricamente por heparina desde la matriz extracelular de músculo 
esquelético de rata. 

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

Castro, A., Iturrieta, J. y Rosemblatt, M . (Departamento de Biología, Facultad 
de Ciencias, Universidad de Chile). Participación de los receptores de 
adhesión celular en la interacción de los linfocitos con las células estromales 
de los órganos linfoides secundarios. 

Martínez, J., Santibáñez, J.F. y Silva, S. (Unidad de Biología Celular, INTA, 
Universidad de Chile). Plasminógeno y activador del plasminógeno median la 
capacidad invasiva de células leucémicas. 

Fernández, M.S., Araya, M . y Arias, J.L. (Departamento de Ciencias 
Biológicas Animales, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad de 
Chile). Etapas cruciales en la biomineralización de la cascara del huevo. 

COMUNICACION LIBRE I I I 
Biotecnología 

PRESIDENTE: R. Vicuña 
SECRETARIO: A . M . Kettlum 

16:15 

16:30 

Céspedes, R. y Vicuña, R. (Laboratorio de Bioquímica, Facultad de Ciencias 
Biológicas, P. Universidad Católica de Chile). Degradación de arilglicósidos 
por un consorcio bacteriano. 

Larra ín , J y Vicuña, R. (Laboratorio de Bioquímica, Facultad de Ciencias 
Biológicas, P. Universidad Católica de Chile). Sistema Ligninolítico de 
Ceriporiopsis subvermispora en fase sólida. 



16:45 Lobos, S., Tapia, J., Salas, L. y Vicuña, R. (Laboratorio de Bioquímica, 
Facultad de Ciencias Biológicas, P. Universidad Católica de Chile). 
Componentes del sistema ligninolítico del hongo basidiomicete Ceriporiopsis 
subvermispora. 

17:00 Egaña, L . Steiner, J. y Eyzaguirre, J. (Laboratorio de Bioquímica, P. 
Universidad Católica de Chile y Laboratorio de Microbiología, Facultad de 
Ciencias Químicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile). Acetil esterasas y 
acetil xilano esterasas de Penicillium purpurogenum. 

17:15 Aguirre, C , Nazal, A., Dur-n, N., Sposito, E. y Curotto, E. (Laboratorio de 
Bioquímica, Universidad Católica de Valparaíso, Chile e Instituto de Química, 
UNICAMP, Brasil). Producción y Estabilización de Beta-xilanasas 
extracelulares de Aspergillus cervinus 2M1. 

17:30 Elizalde, J J . , Juica, F., Jamett, A., Aguayo, J., Leal, J., Yudelevich, A., De 
Ioannes, A.E., Becker, M. I . (Bios Chile Ingeniería Genética S.A , P. 
Universidad Católica de Chile y Pesquera Ventisqueros S.A). Estudio de la 
respuesta inmune humoral de salmonideos contra el agente causal del síndrome 
del salmón coho. 

16:15 COMUNICACIONES L I B R E S IV 
Biomedicina 

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

16:15 Leighton, F. , Arteaga, A., Guasch, V., Catalán, L. Martínez, A. Pollak, F., 
Acosta, A.M. Miquel, A., Rojas, L. Castro, C. Solis de Ovando, F., Barriga, C. 
(Laboratorio de Citología Bioquímica y Lípidos, Facultad de Ciencias 
Biológicas, Laboratorio de Nutrición y Laboratorio de Cardiología, Facultad 
de Medicina, P. Universidad Católica de Chile). Evaluación de novedosos 
factores de riesgo aterogénico en hombres con diagnosis angiográfica y 
colesterol plasmático menor de 240mg/dl. 

16:30 Behrens, M.I., Jalil, P., Serani, A., Latorre, R.,Vergara, F. (Servicio de 
Neurología Hospital Sótero del Río, Centro Scanner, Facultad de Ciencias, 
Universidad de Chile y Centro de estudios Científicos de Santiago). Posible rol 
de los canales de K sensibles a la apamin en la distrofia miotónica. 

16:45 Alvarez, J . , y Moreno, R. (Unidad de Neurobiologla Molecular, Facultad de 
Ciencias Biológicas, P. Universidad Católica de Chile). La proteína precursora 
del amiloide (APP) es mitogénica para la célula de Schwann. 

17:00 Figueroa, C , Pizarro, M. , Solis, N. , y Accatino, L. (Departamento de 
Gastroenterología, Facultad de Medicina, P. Universidad Católica de Chile). 
(Patrocinio: Amigo, L.). Efecto de sales biliares de diferente hidrofobicidad 
sobre proteínas de membrana en la colestasia hepatocelular. 
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17:15 Bertin, P., Marti, G. (Departamento de Hematología / Oncología, Facultad de 
Medicina, P. Universidad Católica de Chile, CBER, FDA, NIH, Bethesda, 
Maryland, USA. (Patrocinio: Koening, C.) Análisis de genes de la región 
variable de cadena pesada de inmunoglobulina (VH Ig) en leucemias linfácticas 
crónicas de origen B. 

17:30 Kawada, M.E. y Santos, M.J. (Departamento de Biología Celular y 
Molecular, P. Universidad Católica de Chile). Localización de proteínas de 
membrana peroxisomal y lisosomal en afecciones genéticas humanas de la 
biogénesis peroxisomal. 

AVANCES DE TESIS I 
COORDINADORES: E. Del Solar 

A. Venegas 

18.00 Imarai, M . , y Nathenson, S.G. (Deptartment of Microbiology and 
Immunology. Albcrt Einstein College of Medicine, USA). (Patrocinio: 
Venegas, A.). Características estructurales del receptor de células T citotóxicas 
que reconocen antígenos presentados en el contexto del MHC H-2K*? 

18:30 Figueroa, J., Richter, D. (Instituto de Bioquímica,Universidad Austral de 
Chile, Valdivia, Instituí für Zcllbiochemie und Klinische Neurobiologie, 
Universitat Hamburg, Hamburg, Alemania). (Patrocinio: Burzio, L.). 
Organización de los genes de isotocina del pez teleosteo. 

19:00 Moreno, R.D. e Inestrosa, N. C. (Departamento de Biología Celular y 
Molecular Facultad de Ciencias, P. Universidad Católica de Chile). La 
acetilcolinesterasa de cerebro de mamífero: estudios estructural y funcional. 

19:30 Chiong, M . y Pérez, L .M. (Departamento de Bioquímica y Biología Molecular, 
Facultad de Ciencias Químicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile). 
Aislamiento de genes de Citrus limón involucrados en la respuesta contra 
fitopatógenos. 

20:15 FUNDACION CHILENA PARA BIOLOGIA CELULAR 
PREMIO A LAS MEJORES TESIS EN PREGRADO Y POSTGRADO. 

Viernes 27 de Agosto de 1993 

9:00 AVANCES DE TESIS I I 
COORDINADORES: J. Babul 

R. Devés 

9:00 Herrera, R. y Leighton, F. (Laboratorio de Citología Bioquímica y Lípidos, P. 
Universidad Católica de Chile). Presencia de la actividad acetil CoA hidrolasa 
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en peroxisomas de hígado de rata.. 

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

10:00 Nualart, F., Rodríguez, E.M. (Instituto de Histología y Patología, Facultad de 
Medicina, Universidad Austral de Chile). Estudio de la biosíntesis y 
procesamiento del material secretorio del órgano subcomisural. 

11:00 TRABAJO D E INCORPORACION 
COMUNICACIONES LIBRES V 
Respuesta Celular a agentes tóxicos 

PRESIDENTE: M . Rosemblatt 
SECRETARIO: M . Santos 

11:00 Vollrath, V., Wielandt, A., Guzmán, S.K., González, S. (Departamentos de 
Gastroenterología y Anatomía Patológica, P. Universidad Católica de Chile). 
(Patrocinio: Chianale, J.). Incorporación a la Sociedad de Biología Celular de 
Chile. Inducción del gen mdr3 en el intestino de ratón: efecto de esteroides 
vegetales. 

11:30 Urrea, R. y Bronfman, M. (Departamento de Biología Celular y Molecular, 
Facultad de Ciencias Biológicas, P. Universidad Católica de Chile). Hidrolasa 
de esteres del coenzimo A con carcinógenos no genotóxicos. Distribución 
subcelular en especies que responden a proliferación peroxisomal y que no lo 
hacen. 

11:45 Díaz, M., Silva, E., De Ioannes, A., Jamett, A. y Becker, M. I . (Departamento 
de Química Biológica, Facultad de Química y Unidad de Inmunología, 
Facultad de Ciencias Biológicas, P. Universidad Católica de Chile y BIOS 
CHILE I.G.S.A.). Efecto tóxico de fotoproductos de triptófano sensibilizados 
por la vitamina b : desarrollo de anticuerpos monoclonales. 

12:00 Edwards, A .M. , Barredo, F., Silva, E., De Ioannes, A y Becker, M.I . 
(Departamento de Química Biológica, Facultad de Química y Unidad de 
Inmunología, Facultad de Ciencias Biológicas, P. Universidad Católica de 
Chile). Citotoxicidad sobre células tumorales humanas HL-60 de soluciones 
irradiadas de triptófano y riboflavina. 

12:15 Andrade, W., Cabrera, M.E., Leques, M.E., Campbell, M. , Risueño, C , 
Barriga, F. (Centro de Investigaciones Médicas y Departamento de 
Hematología-Oncología, Facultad de Medicina, P. Universidad Católica de 
Chile; Laboratorio de Hematología, Hospital Salvador; Departamento de 
Hematología, Hospital Roberto del Río). (Patrocinio: Dabiké, M.). Evidencias 
de un cluster de diferenciación biológica en leucemia linfoblástica aguda 
(LLA) en Chile. 
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12:30 Matus, V. y González, B. (Departamento de Biología Celular y Molecular, 
Facultad de Ciencias Biológicas, P. Universidad Católica de Chile). 
Metabolización de clorofenoles por Alcaligenes eutrophus JMP134 (pJP4). 

11:00 TRABAJOS D E INCORPORACION 
COMUNICACIONES L I B R E S VI 
Biología Molecular I 

PRESIDENTE: J . Eyzaguirre 
SECRETARIO: P. Carvallo 

11:00 Toro, G.C. y Galanti, N. (Departamento de Biología Celular y Genética, 
Facultad de Medicina, Universidad de Chile). Incorporación a la Sociedad de 
Bioquímica y Biología Molecular de Chile. Identificación de histona H2 en la 
cromatina de T. Cruzi. 

11:30 Antonelli, J.M., Oíate, J. (Departamento de Bioquímica, Facultad de 
Medicina, Universidad de Chile). Incorporación a la Sociedad de Bioquímica y 
Biología Molecular de Chile. 
Estudios de funcionalidad de la proteína Gs de oocitos de Xenopus laevis. 

12:00 Valiente, A., Berti, M.,Frey, P.A. y Cardemil, E. (Departamento de Química, 
Universidad de Santiago de Chile e Institute for Enzyme Research, U. 
Wisconsin-Madison, USA). Caracterización de la carboxiquinasa 
fosfoenolpiruvica (PEPCK) C364s de Saccharomyces cerevisiae. 

12:15 Gatica, M., Jedlicki, A., Connelly, C. y Allende, J.E. (Departamento de 
Bioquímica, Facultad de Medicina y Departamento de Biología, Facultad de 
Ciencias, Universidad de Chile). Efectos de inhibidores sobre una muíante de 
la subunidad alfa de la caseína quinasa I I de Xenopus Laevis 

12:30 León, G., Krauskopf, M. (Instiíuío de Bioquímica, Facullad de Ciencias, 
Universidad Auslral de Chile, Valdivia). Identificación de renibacíerium 
salmoninarum por la reacción de la polimerasa en cadena. 

12:45 Vera, M. I . (Insíiluío de Bioquímica, Facultad de Ciencias, Universidad 
Austral de Chile, Valdivia). (Patrocinio: Krauskopf, M.). Reprogramación de 
la expresión de genes ribosomales durante la aclimatización de C. carpió. 

14:30 COMUNICACIONES L I B R E S VII 
Estructura de Proteínas 

PRESIDENTE: H. Cid 
SECRETARIO: G. González 

14:30 González, G., González, C. y Merino, P. (Laboratorio de Bioquímica, Instituto 
de Química, Universidad Católica de Valparaíso). Estabilidad térmica de la 
proteasa de Cucúrbita ficifolia en presencia de aditivos. 
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14:45 Godoy, M., Bunster, M . (Laboratorio de Biofísica Molecular, Departamento de 
Biología Molecular, Facultad de Ciencias Biológicas, Universidad de 
Concepción). Estabilidad de proteínas. Experimentos de denaturación-
renaturación en B-Lactamasas. 

15:00 Martínez-Oyanedel, J.A. (Departamento Biología Molecular, Facultad de 
Ciencias Biológicas, Universidad de Concepción. Cristalización de 
proteínas. Primeros intentos de cristalización de la proteasa del fruto de 
Cucúrbita ficifolia. 

15:15 Arbildua, J., Lagos, R. y Monasterio, O. (Departamento de Biología, Facultad 
de Ciencias, Universidad de Chile). Caracterización de la unión de los 
peptidos carboxilo terminales de tubulina a tubulina-S. 

15:30 Cid, H., Gazitúa, F. (Departamento de Biología Molecular, Facultad de 
Ciencias Biológicas, Universidad de Concepción). Interacciones que regulan 
el plegamiento helicoidal en proteínas. 

15:45 Reyes, A .M. , Iriarte, A. y Martínez-Carrión, M . (School of Biological 
Sciences, University of Missouri-Kansas City, Kansas City, USA e Instituto de 
Bioquímica, Universidad Austral de Chile, Valdivia). Plegamiento in vitro de 
las formas precursora y madura de una proteína mitocondrial. 

14:30 COMUNICACIONES LIBRES V I I I 
Desarrollo y Citodiferenciación 

PRESIDENTE: M . I . Becker 
SECRETARIO: C. Levton 

14:30 Pey, R., Izquierdo, L. (Departamento de Biología, Facultad de Ciencias, 
Universidad de Chile). Establecimiento del primer epitelio en el embrión de 
ratón. 

14:45 Morales, B.A. y Bruzzone, M.E. (Unidad de Reproducción, Departamento de 
Fisiología y Biofísica, Facultad de Medicina, Universidad de Chile). Cambios 
de la superficie epitelial uterina inducidos por dl-Propranolol. 

15:00 Koenig, C , Núñez, R., Munizaga, A. y Dabiké, M . (Departamento de 
Biología Celular y Molecular, Facultad de Ciencias Biológicas, P. 
Universidad Católica de Chile). Relación entre morfogénesis de glándulas 
gástricas y sulfatación de los proteoglicanos. 

15:15 Mancilla, A., Faúndez, V., Izquierdo, L. , González, A. (Departamento de 
Biología, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile y Departamento de 
Inmunología Clínica y Reumatología, Facultad de Medicina, P. Universidad 
Católica de Chile). El receptor de EGF en la implantación in vitro del 
blastocisto de ratón. 
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15:30 Zárraga, A .M. , Goicoechea, O.G y Siddiqui, M.A.Q. (Instituto de Bioquí
mica, Instituto de Embriología, Facultad de Ciencias, Universidad Austral de 
Chile y Anatomy and Cell Biology Deptartment. Health Science Center, 
SUNY, Brooklyn, N.Y. USA). (Patrocinio: Amthauer, R). Estudios de 
miogénesis cardíaca por hibridación in situ. 

15:45 Ferrada, D. y Sans, J. (Departamento de Biología Celular y Genética, Facul
tad de Medicina, Universidad de Chile). Cambios en la síntesis de proteínas en 
células de raices de Allium cepa L . inducidos por hipometilación del DNA. 

16:15 COMUNICACIONES L I B R E S IX 
Enzimología 

PRESIDENTE: J.C. SIebe 
SECRETARIO: S. Bazaes 

16:15 Bazaes, S., Silva, R., Goldie, H., Cardemil, E. y Jabalquinto, A.M. 
(Departamento de Química, UMCE, Universidad de Santiago de Chile, y 
Universidad de Saskatchewan, Canadá-). Modificación química de residuos 
de arginina y lisina de la carboxiquinasa fosfoenolpiruvica de E. coli. 

16:30 Ludwig, H., Yañez, A. y Slebe, J.C. (Instituto de Bioquímica, Facultad de 
Ciencias, Universidad Austral de Chile). Interacción de fructosa-1,6 
bisfosfatasa de riñon de cerdo con sondas fluorescentes. 

16:45 Galleguillos, M . , Valenzuela, M.A., Kettlun, A.M. , Chayet, L . , Collados, L . , 
Mancilla, M . y Traverso-Cori, A. (Departamento de Bioquímica y Biología 
Molecular, Facultad de Ciencias Químicas y Farmacéuticas, Universidad de 
Chile). Actividades ATPásica y ADPásica presentes en corazón de rata. 

17:00 Kettlun, A .M. , Valenzuela, M.A., Chiong, M. , Silva, M.A*., Bustamante, J.*, 
Briones, A*., Chayet, L . , Collados, L . , Mancilla, M. y Traverso-Cori, A. 
Departamento de Bioquímica y Biología Molecular, Facultad de Ciencias 
Químicas y Farmacéuticas. *Hospital J.J. Aguirre, Universidad de Chile). 
Estudios bioquímicos de ATP-difosfohidrolasa de placenta humana y su 
posible relación con la nutrición fetal. 

17:15 Carvajal, N., Torres, C. y Uribe, A. (Departamento de Biología Molecular, 
Facultad de Ciencias Biológicas, Universidad de Concepción). Interacción de 
arginasa hepática humana con Mn^+ y Zn 2+ 

17:30 Saez, D. y Slebe, J.C. (Instituto de Bioquímica, Facultad de Ciencias, 
Universidad Austral de Chile). Inmovilización via anticuerpos en el estudio de 
la asociación entre enzimas. 
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16:15 COMUNICACIONES L I B R E S X 
Mecanismos de Regulación y Proliferación Celular. 

PRESIDENTE: A. González 
SECRETARIO: M. Fernández 

16:15 Concha, M. y Sans, J. (Departamento de Biología Celular y Genética, Facultad 
de Medicina, Universidad de Chile). Evidencias que sugieren que el inicio de la 
mitosis es controlado negativamente por un gen que se expresa en G l . 

16:30 Moraga, P., Martínez, J. y Núñez, M.T. (Departamento de Biología, Facultad 
de Ciencias, Universidad de Chile). Efecto de trasferrina y hierro en la 
proliferación de células hematopoyéticas. 

16:45 Amthauer, R., Kodukula, K., Gerber, L., Brink, L. y Udenfriend, S. 
(Deptartment Neurosciences, Roche Institute of Molecular Biology, Nutley, 
NJ. Instituto de Bioquímica, Universidad Austral de Chile). Requerimientos 
para el procesamiento del péptido de señal COOH-terminal de las proteínas 
ancladas a membrana via glicosil fosfadil- inositol (GPI). 

17:00 Núñez, L . , Amigo, L., Rigotti, A., Puglielli, L. y Nervi,F. (Departamento de 
Gastroenterología, Facultad de Medicina, P. Universidad Católica de Chile). 
Identificación de una glicoproteína canalicular asociada al transportador 
vesicular de lípidos biliares. 

17:15 Gysling, K., Forray, M.I . , Andrés, M.E. y Bustos, G. (Laboratorio de 
Farmacología-Bioquímica, Departamento de Biología Celular y Molecular, 
Facultad de Ciencias, Biológicas, P. Universidad Católica de Chile). El lecho 
de la estría terminal como modelo para estudiarla liberación de noradrenalina 
en el SNC. 

17:30 Campos, E.O., Rodríguez, S.,e Inestrosa, N. C. (Departamento de Biología 
Celular y Molecular, Facultad de Ciencias Biológicas, P. Universidad Católica 
de Chile). Ontogenia de la acetilcolinesterasa en Concholepas concholepas. 

18:30 SIMPOSIO I : EDUCACION EN BIOLOGIA 

Coordinador: Alarcón, O. 

Chaimovich, H. (Universidad de Sao Paulo, Brasil). 

Fonseca, L . (C.N.P.Q., Brasil). 

Foradori, A.C. (P. Universidad Católica de Chile). 

Meneghini, R. (Universidad de Sao Paulo, Brasil). 
20:30 MEDALLA DR HERMAN NIEMEYER F. HOMENAJE A CARGO DE LA 

SOCIEDAD DE BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR DE CHILE. 
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Sábado 28 de Agosto de 1993 

9:00 COMUNICACIONES L I B R E S X I 
Biología Molecular I I 

PRESIDENTE: L . Burzio 
SECRETARIO: R. Lagos 

9:00 Krautwurst, H., Marcus, F. y Cardemil E. (Departamento de Química, 
Universidad de Santiago de Chile, y Chiron Corporation, Emeryville, 
California). Corrección a la secuencia del gen de la carboxiquinasa 
fosfoenolpirúvica de Saccharomyces cerevisiae. 

9:15 Seeger, M. y Jerez, C.A. (Departamento de Bioquímica, Facultad de Medicina, 
Universidad de Chile). La limitación de fosfato afecta la expresión génica 
global en Thiobacillus ferrooxidans. 

9:30 Seeger, M., González, C , Salas, A., Lagos, R. y Monasterio, O. 
(Departamento de Biología, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile). 
Efecto de la sobreproducción de las chaperoninas GroEL y GroES sobre la 
solubilidad de polipéptidos C-terminal de las subunidades alfa y beta de 
tubulina expresadas en E. coli. 

9:45 Concha, I . I . , Figueroa, P., Yafíez, A., Burzio, L., Pratt, B. y Chronwall, B. 
(Instituto de Bioquímica, Universidad Austral de Chile y Medical School, 
University of Missouri-Kansas City, U.S.A.). Regulación de la expresión 
del gen de proopiomelanocortina (POMC) en testículo de rata. 

10:00 Delgado, F. , Mansilla J., Silva, T., Brito, M. , Concha, I . y Burzio, L.O. 
(Instituto de Bioquímica, Universidad Austral de Chile). Presencia de snRNP 
en el núcleo de gametos masculinos de distintos organismos. 

9:00 COMUNICACIONES L I B R E S X I I 
Modificación Química y Expresión de proteínas. 

PRESIDENTE: F . Leighton 
SECRETARIO: J . Alvarez 

9:00 Fürst, S., Silva, E., Edwards, A.M., Becker, M . I . y De Ioannes, A. (Facultad 
de Química y Facultad de Ciencias Biológicas, P. Universidad Católica de 
Chile). Comportamiento fotoquímico anaeróbico de la tirosina sensiblizado por 
la riboflavina. 

9:15 Blanco, C , González, G. y Tapia, G. (Instituto de Química, Universidad 
Católica de Valparaíso). Efecto de iones metálicos en la formación de 
fotoproductos en soluciones nutricionales. 
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9:30 Nieto, S., Sanhueza, J., Ganga, A., Rojas, E. y Valenzuela, A. (Unidad de 
Bioquímica Farmacológica y Lípidos, INTA., Universidad de Chile). 
Optimización de -ácidos grasos poliinsaturados n-3 (AGn-3) de origen marino 
para uso nutricional y/o farmacológico. 

9:45 O'Reilly, S., Palma, B., Erazo, S., Robledo M . y Meneses, P. (Institutos de 
Química y de Biología, Universidad Católica de Valparaíso, M.R.Laboratory, 
Midwestern University, Chicago). (Patrocinio: Reyes, J.). Cambios en el 
contenido de proteínas y lípidos durante la germinación de semillas de A. 
caven (MOLL). 

10:00 Lorca, C , Retamal, C , Urzúa, J., López, M.L. (Departamento de Biología 
Celular y Genética, Servicio de Fisiopatología, Facultad de Medicina, 
Universidad de Chile). Análisis electroforético de proteínas espermáticas y 
fluido epididimario de potro. 

10:30 CONFERENCIA: DR. LUIS IZQUIERDO 
HOMENAJE A C A R G O DE L A SOCIEDAD D E BIOLOGIA C E L U L A R 
D E C H I L E 

Coordinadores: J . L . Arias 
M.I. Becker 
R. Devés 

Minguell, J .J . (Unidad de Biología Celular, INTA, Universidad de Chile). 
Biología del Trasplante de médula Osea... y otras emociones. 

11:30 SIMPOSIO U: CIENCIA, P O L I T I C A Y MEDIOS 
D E COMUNICACION. 

Coordinador: Krauskopf, M. 

Leopoldo Demeis (Universidad Federal de Río Janeiro, Brasil). El concepto 
de creatividad entre científicos y estudiantes. Conferencia en honor del Dr. 
Jorge Allende, Premio Nacional de Ciencias Naturales, 1992. Sociedad de 
Bioquímica y Biología 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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C A R A C T E R I Z A C I O N D E L A U N I O N D E L O S P E P T I D O S 
C A R B O X I L O T E R M I N A L E S D E T U B U L I N A A T U B U L I N A - S . 
( C h a r a c t e r i z a t i o n o f t h e b i n d i n g o f t u b u l i n C -
t e r m i n a l p e p t i d e s t o t u b u l i n - S ) . A r b i l d u a , J . , 
L a g o s , R . y M o n a s t e r i o , O . D e p a r t a m e n t o d e 
B i o l o g í a , F a c u l t a d d e C i e n c i a s , U n i v e r s i d a d d e 
C h i l e . 

L a t u b u l i n a e s u n h e t e r o d í m e r o d e 1 1 0 k D a , 
c o m p u e s t a p o r d o s s u b u n i d a d e s d e n o m i n a d a s a l f a 
y b e t a . E l e x t r e m o c a r b o x i l o t e r m i n a l e s f u n d a 
m e n t a l e n l a r e g u l a c i ó n d e l a p o l i m e r i z a c i ó n d e 
l o s m i c r o t ú b u l o s , a t r a v é s d e s u i n t e r a c c i ó n 
c o n l a s p r o t e í n a s M A P s y t a u y c o n C a ^ . L a 
c o n f o r m a c i ó n d e l o s ú l t i m o s 4 0 a m i n o á c i d o s d e 
e s t e d o m i n i o , d e a m b a s s u b u n i d a d e s , s ó l o h a s i 
d o e s t u d i a d a i n v i t r o y n o s e c o n o c e s i e s t o s 
a m i n o á c i d o s s e e n c u e n t r a n l i b r e s o i n t e r a c t u a n -
d o c o n e l r e s t o d e l a t u b u l i n a . L a m e z c l a d e 
p é p t i d o s c a r b o x i l o t e r m i n a l e s d e a m b a s s u b u n i 
d a d e s i n t e r a c t ú a c o n t u b u l i n a - S e n p r e s e n c i a d e 
D A P I . P o r m e d i o d e i n t e n s i d a d y p o l a r i z a c i ó n d e 
f l u o r e s c e n c i a , s e c o n f i r m ó e s t a i n t e r a c c i ó n , l a 
c u a l f u e i n d e p e n d i e n t e d e l a p r e s e n c i a d e D A P I , 
p u e s a l u n i r l a s o n d a F I T C a l o s p é p t i d o s c a r 
b o x i l o t e r m i n a l e s s e c o m p r o b ó p o r p o l a r i z a c i ó n 
d e f l u o r e s c e n c i a s u u n i ó n a t u b u l i n a - S . E l c o m 
p l e j o t u b u l i n a - S - p é p t i d o e n p r e s e n c i a d e D A P I , 
m o s t r ó u n a c o n s t a n t e d e d i s o c i a c i ó n , d e 1 , 6 ± 
0 , 6 u M y l o s c o m p l e j o s D A P I - t u b u l i n a - S u n a K ^ i s 

d e 4 i 2 u M . S i n e m b a r g o , e l r e n d i m i e n t o c u á n 
t i c o d e l a s o n d a u n i d a a t u b u l i n a - S d i s m i n u y ó 
2 , 5 v e c e s r e s p e c t o a l a s o n d a u n i d a a t u b u l i n a . 
L a u n i ó n e n t r e t u b u l i n a - S y l o s p é p t i d o s 
c a r b o x i l o t e r m i n a l e s , e n p r e s e n c i a d e D A P I , n o 
s e m o d i f i c ó s i g n i f i c a t i v a m e n t e h a s t a 1 0 raM d e 
N a C l y K C 1 , y s e e n c o n t r ó u n m á x i m o d e u n i ó n 
e n t r e p H 7 , 3 y 7 , 7 . C a 2 + y M g 2 + s o b r e 1 0 u M 
l i b e r a r o n l a s o n d a D A P I d e s d e l a t u b u l i n a - S . 

F i n a n c i a d o p o r P r o y e c t o F O N D E C Y T 1 0 5 1 - 9 2 . 

EFECTO DE LA SOBREPRODUCCION DE LAS 
CHAPERONINAS GroEL Y GroES SOBRE LA 
SOLUBILIDAD DE POLIPEPTIDOS C-TERMINAL DE LAS 
SUBUNIDADES a Y p DE TUBULINA EXPRESADAS EN E. 
cofi. (Effect of chaperonins GroEL and GroES 
overexpression on the solubllíty of C-terminal polipeptides of 
a and p tubulin subunits expressed in E. coli). Seeger, M., 
González, C. Salas, A., Lagos, R. y Monasterio. O. 
Departamento de Biología, Facultad de Ciencias, 
Universidad de Chile. 

Las chaperoninas bacterianas GroEL y GroES facilitan el 
correcto plegamiento de diversas proteínas in vivo. Se ha 
descrito que TCP-1 y las chaperoninas GroEL y GroES 
interactúan in vitro con la tubulina. Polipéptidos C-terminal 
de las subunidades a y p de tubulina sobreproducidas en E. 
coli forman cuerpos de inclusión. Con el objeto de obtener 
péptidos más solubles en E. coli se estudió el efecto de la 
sobreproducción simultánea de estos polipéptidos y de la 
chaperoninas GroEL y GroES. Se construyó el plasmidio 
recombinante pMS52, que sobreexpresa GroEL y GroES y 
se introdujo en las diferentes cepas de E. cofi que expresan 
los fragmentos RL-18a8, RL-11a2, RL-52a3 RL-8lp12, RL-
38p4, RL-60P8 y RL-33p6. Se analizó la presencia de los 
polipéptidos de tubulina en las fracciones soluble e insoluble 
de las cepas cotransformadas, y no se observó cambios en 
la solubilidad de los diferentes polipéptidos. Se está 
estudiando el efecto in vitro de las chaperoninas GroEL y 
GroES sobre la solubilidad de los diversos fragmentos de 
tubulina. 
Financiado por proyectos Fondecyt 1051/92 y 0035/92. 

EFECTO DE TRANSFERRINA Y HIERRO EN LA PROLIFERACION DE 
CELULAS HEMATOPOYETICAS. (Transferrin and ¡ron as hematopoietic 
cells proliferation factors). Moraga, P., Mar t ínez , J. y Núñez , M.T. 
Departamento de Biología, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile. 

Transferrina (Tf) es un elemento necesario en la c o m p o s i c i ó n de 
medios de cultivo definidos que apoyan la prol i feración de una gran 
variedad de l í n e a s celulares. Se ha suger ido que Tf, ademas de clonar 
hierro a las cé lu l a s , p o d r í a ejercer un papel eje factor de crecimiento. 
Probamos la h ipó t e s i s anterior utilizando las l í n e a s celulares K562 y 
HEL. Se d i s e ñ a r o n condiciones de i n c o r p o r a c i ó n celular de hierro en 
presenciay en ausencia de transferrina; para evitar un posible efecto de 
Tf e n d ó g e n a en la proliferación, se determinaron curvas de proliferación 
en la presencia de anticuerpos policlonales contra transferrina, o los 
anticuerpos monoclonales contra el receptor de Tf (RTf) B 25/.4 y 42/6, 
que inhiben y no inhiben la un ión de Tf a su receptor, respectivamente. 

En medios de c o m p o s i c i ó n definida, de terminamos que las célu
las K562 y HEL requieren de una c o n c e n t r a c i ó n m í n i m a de hierro para 
una normal proliferación. Esta c o n c e n t r a c i ó n e s t á muy por debajo de 
las concentraciones habituales en los medios de cultivo. Ni la ausencia 
de transferrina, ni la presencia de anticuerpos contra Tf o RTf inhibieron 
la proliferación celular, aunque en ocasiones se o b s e r v ó un retrazo en 
el establecimiento de la fase loga r í tmica de crecimiento. Utilizando 

Fe -Nitritoiacetato como quelato donor de hierro, observamos que 
ambas l í n e a s celulares evidenciaron un mecanismo de adqu i s i c ión de 
hierro independientesde transferrina. Observamos que las c é l u l a s K562 
y HEL tiene la capacidad de reducir el Fe a Fe en el medio de incu
bac ión . Estos resultados apoyan la idea que el t ransportador membra
noso de hierro utiliza F e 2 + c o m o especie transportable, y que las cé lu la s 
t ienen mecanismos de r e d u c c i ó n de Fe previo a su transporte. 

Concluimos que en c é l u l a s K562 y HEL Tf no parece ser un 
factor i n t r í n seco de proliferación. El hierro es un elemento 
indispensable para la proliferación. Las c é l u l a s estudiadas pueden 
adquirir el hierro necesario para proliferar mediante mecanismos de 
adquis ic ión de hierro independientesde la endocitosis de Tf. 

Financiado por FONDECYT 1080-91. 

PARTICIPACION DE LOS RECEPTORES DE ADHESION CELULAR 
EN LA INTERACCION DE LOS LINF0CIT0S CON LAS CELULAS 
ESTR0MALES DE LOS ORGANOS LINF0IDES SECUNDARIOS 
(Participation of adhesión cell receptors in the interaction 
of lymphocytes with stromal cells in secondary lymphoyd 
organs)Castro. A.. Iturrieta. J. y Rosemblatt. M. 
Departamento de Biología, facultad de Ciencias. 
Universidad de Chile. 
En el sistema inmune la transición entre los estados 
adherentes y no adherentes de los linfocitos es 
fundamental para el desarrollo de una respuesta inmune 
adecuada. Sin embargo, poco se conoce acerca de las 
interacciones que regulan la entrada, permanencia y salida 
de los linfocitos en los órganos linfoides secundarios. Con 
el f in de identificar los receptores y contra-receptores de 
adhesión involucrados en estos procesos hemos realizado 
ensayos de adhesión de linfocitos y líneas celulares 
linfoides a estromas completos de bazo de ratón, a líneas 
estromales (preparadas por fusión somática entre estos 
estromas y células L) y a células estromales de amígdala 
humana. Las líneas y células estromales han sido 
caracterizadas fenotípicamente, mediante marcadores para 
distintos tipos celulares (monocitos, células dendríticas 
interdigitantes y foliculares). La participación de los 
diferentes receptores de adhesión está siendo evaluada 
mediante el uso de anticuerpos monoclonales bloqueadores 
de la adhesión anti-integrinas u otros receptores. Los 
cambios en la dotación de los receptores de adhesión de los 
linfocitos como resultado de la diferenciación se 
investigan utilizando poblaciones linfocitarias antes y 
después de su activación.(Financiado por la Universidad de 
Chile DTI 311/91/182 y FONDECYT 1062-92). 
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I N D U C C I O N D E L G E N mdr3 E N E L I N T E S T I N O D E 
R A T O N : E F E C T O D E E S T E R O I D E S V E G E T A L E S . 
( O v e r e x p r e s s i o n o f m d r 3 g e n e i n t h e i n t e s t i n e o f m i c e : 
E f f e c t o f p l a n t s t e r o i d s ) . V o l l r a t h V . W i e l a n d t A . G u z m á n S.K. 
G o n z á l e z S. D p t o s . G a s t r o e n t e r o l o g í a y A n a t o m í a P a t o l ó g i c a . 
U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a d e C h i l e . P a t r o c i n i o : T. C h i a n a l e . 

L a G l i c o p r o t e í n a - P ( G p l 7 0 ) es u n a p r o t e í n a d e 
t r a n s m e m b r a n a q u e a c t ú a c o m o b o m b a d e e f l u j o d e d r o g a s , 
d e p e n d i e n t e d e A T P , d i s m i n u y e n d o l a c o n c e n t r a c i ó n 
c i t o s ó l i c a d e c o m p u e s t o s c i t o t ó x i c o s . E n e l r a t ó n , l a G p l 7 0 es 
c o d i f i c a d a p o r u n a f a m i l i a d e g e n e s m d r y e n e l i n t e s t i n o 
s ó l o se e x p r e s a e l g e n m d r 3 . Se h a s u g e r i d o q u e l a G p l 7 0 es 
r e s p o n s a b l e d e l t r a n s p o r t e u n i d i r e c c i o n a l d e d r o g a s h a c i a e l 
l u m e n i n t e s t i n a l . E s t e r o i d e s v e g e t a l e s c o m o d i o s g e n i n a , 
s o y a p o n i n a y d i g i t o n i n a s o n c o m p u e s t o s c i t i t ó x i c o s n a t u r a l e s 
p r e s e n t e s e n a l i m e n t o s v e g e t a l e s . F o r m u l a m o s l a h i p ó t e s i s 
q u e e s t o s c o m p u e s t o s p u e d e n i n d u c i r c a m b i o s e n l a 
e x p r e s i ó n d e l g e n m d r 3 e n e l i n t e s t i n o i n v i v o c o m o 
r e s p u e s t a d e t o x i f i c a d o r a . R a t o n e s R o c k e f e l l e r m a c h o s 
a l i m e n t a d o s c o n d i e t a d e c a s e í n a a l 2 8 % se u s a r o n c o m o 
c o n t r o l e s . L o s g r u p o s e x p e r i m e n t a l e s r e c i b i e r o n a d e m á s 
d i o s g e n i n a 1 % , d i g i t o n i n a 0 . 5 o 0 . 8 % , s o y a s a p o n i n a 1 % o 
c o l e s t e r o l 1 % . Se p r e p a r a r o n s o n d a s e s p e c í f i c a s d e l o s g e n e s 
m d r l , m d r 2 y m d r 3 m e d i a n t e R T - PCR. E l R N A t o t a l f u e 
e x t r a í d o d e s d e e s t ó m a g o ( S ) , d u o d e n o ( D ) , y e y u n o ( J ) , 
í l e o n ( I ) , c o l o n ( C ) y r e c t o ( R ) e h i b r i d a d o s p o r s l o t b l o t y 
N o r t h e r n b l o t . L o s n i v e l e s r e l a t i v o s d e l o s R N A m e n s a j e r o s 
( R N A m ) d e l m d r 3 f u e r o n d e t e r m i n a d o s p o r a n á l i s i s 
d e n s i t o m é t r i c o d e l a s a u t o r a d i o g r a f í a s . P o r m i c r o s c o p í a 
e l e c t r ó n i c a n o se o b s e r v ó d a ñ o c e l u l a r e n l a m u c o s a 
i n t e s t i n a l e n l o s a n i m a l e s t r a t a d o s . Se o b s e r v ó e x p r e s i ó n 
h e t e r o g é n e a d e l g e n m d r 3 e n e l t u b o d i g e s t i v o d e l r a t ó n : S:0, 
D : l , J : 2 . 2 , 1:7.5, C : 9 . 1 , R : 4 . 1 . Se d e t e c t ó u n a i n d u c c i ó n d e 6 
v e c e s e n J e I e n l o s r a t o n e s t r a t a d o s c o n d i g i t o n i n a a l 0 . 8 % . 
D i o s g e n i n a , s o y a s a p o n i n a y c o l e s t e r o l n o i n d u j e r o n a l g e n 
m d r 3 e n e l i n t e s t i n o . Es tos r e s u l t a d o s s u g i e r e n q u e e l g e n 
m d r 3 es u n s i s t e m a d e t o x i f i c a d o r i n d u c i b l e p o r e s t e r o i d e s 
v e g e t a l e s y q u e p u e d e p r o t e g e r a l i n t e s t i n o d e c o m p u e s t o s 
c i t o t ó x i c o s p r e s e n t e s e n l a d i e t a . F o n d e c y t 0 9 3 / 9 2 . 

L A P R O T E I N A P R E C U R S O R A D E L A M I L O I D E ( A P P ) ES 
M I T O G E N I C A P A R A L A C E L U L A DE S C H W A N N . ( A P P i s a 
m i t o g e n f o r S c h w a n n c e l l s ) . J a i m e A l v a r e z y R i c a r d o 
M o r e n o . U . N e u r o b i o l o g í a M o l e c u l a r , F a c . CC B B , 
P o n t i f i c i a U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a d e C h i l e . 

A l g u n o s f a c t o r e s d e c r e c i m i e n t o i n h i b e n 
p r o t e a s a s , e i n h i b i d o r e s d e p r o t e a s a s p u e d e n s e r 
m i t ó g e n o s . Se e s t u d i ó e l e f e c t o m i t o g é n i c o d e A P P 
c o n i n s e r t o a n t i p r o t e á s i c o s o b r e l a c é l u l a d e 
S c h w a n n d e n e r v i o d e r a t a . C o n e l m i c r o s c o p i o 
e l e c t r ó n i c o , s e o b s e r v ó m i t o s i s a l o s 7 d í a s d e l a 
i n y e c c i ó n l o c a l . E s t a s c é l u l a s e s t a b a n a s o c i a d a s a 
a x o n e s a m i e l í n i c o s , m i e l í n i c o s , o d e m i e l i n i z a d o s . 
L a s a n t i p r o t e a s a s a p r o t i n i n a y l e u p e p t i n a t a m b i é n 
f u e r o n m i t o g é n i c o s . H a c i a d i s t a l , e l n e r v i o e r a 
n o r m a l . L a s o l u c i ó n s a l i n a , A P P c a l e n t a d o , o A P P 
s i n e l i n s e r t o a n t i p r o t e á s i c o n o p r o d u j e r o n m i t o s i s . 
E n u n c o r t e , se v í a 3 n ú c l e o s d e S c h w a n n p o r c a d a 
100 f i b r a s m i e l í n i c a s , f u e s e n t r a t a d a s o n o r m a l e s . 
E n c a m b i o , l o s n ú c l e o s a s o c i a d o s a f i b r a s 
d e m i e l i n i z a d a s e r a n 10 v e c e s m á s n u m e r o s o s . 

C o n c l u i m o s q u e e l A P P y o t r o s i n h i b i d o r e s d e 
p r o t e a s a s s o n m i t o g é n i c o s p a r a l a s c é l u l a s d e 
S c h w a n n , y q u e l a c é l u l a d e S c h w a n n q u e e n t r a e n 
c i c l o c e l u l a r n o p u e d e m a n t e n e r í n t e g r a l a m i e l i n a . 
L a a c t i v i d a d m i t o g é n i c a d e l A P P p u e d e p a r t i c i p a r e n 
l a p a t o g e n i a d e l a e n f e r m e d a d d e A l z h e i m e r . 

P r o y e c t o F O N D E C Y T 6 6 0 / 9 2 . 

C A R A C T E R I S T I C A S E S T R U C T U R A L E S D E L R E C E P T O R D E C E L U L A S 
T C I T O T O X I C A S Q U E R E C O N O C E N A N T I G E N O S P R E S E N T A D O S E N 
E L C O N T E X T O D E L M H C H-2K b . (Structural features of the T Cell 
Receptor from cytotoxic cells recognizing viral antigens presented in the contex 
of M H C H-2K b ) . Imarai. M . . «fe Nathenson. S .G . Dept. of Microbiology and 
Immunology. Albert Einstein College of Medicine. USA. (Patrocinio: A. 
Venegas). 

Los linfocitos T citotóxicos reconocen, a través de su receptor antigénico 
(TCR) , los péptidos propios y extraños presentados en la superficie celular por 
las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase I. Se 
ha propuesto que las regiones hipervariables CDR1 y C D R 2 del T C R 
interaccionarían con las hélices alfa del M H C y que el péptido unido a la 
cavidad antigénica interaccionaria con la región C D R 3 , formada por las uniones 
de los segmentos genico V , D y J del receptor. A partir de este modelo se 
propone que antígenos que son presentados en un mismo M H C (Kb) deberían 
seleccionar un repertorio que tiene algunas características comunes en el T C R . 
E l objetivo de este trabajo ha sido estudiar la estructura del T C R en la 
respuesta citotóxica contra antígenos restringidos a H-2K b . Además, estudiar 
en detalle la interacción entre el péptido-MHC y el T C R mediante el uso de 
variantes del M H C y del péptido para establecer correlaciones entre la 
estructura del receptor y la manera particular con que se reconoce con el 
antígeno (especificidad fina). Se han aislado y caracterizado clones de linfocitos 
T citotóxicos de ratones C57BL/6 (B6) que reconocen el virus de la estomatitis 
vesicular (VSV), virus Sendai (SV), citocromo c, todos antígenos presentados 
por la misma molécula H-2K b . A estos clones, se le ha determinado la 
secuencia de DNA del T C R , y por ende la región variable (V) y de joining (J) 
a y /? utilizada en cada uno de ellos y la secuencia de aminoácidos de la región 
hipervariable CDR3. Se ha encontrado que los clones específicos para VSV 
son altamente heterogéneos tanto en su especificidad fina, como en la secuencia 
del T C R . Sin embargo, la mayoría de los clones utiliza el segmento génico 
V/J13. Los clones o cultivos totales de células T que reconocen el péptido SV 
y citocromo C no utilizan el segmento V/313 en el T C R . Células que reconocen 
el virus Sendai presentan un mayor porcentaje de células V05 + , C T L 
específicos para citocromo C , expresan mayoritariamente JaTA28. Los 
resultados demuestran que la presencia del péptido predomina sobre el MHC 
en la selección del T C R y que existe una alta heterogeneidad en la respuesta 
contra el octapéptido de V S V . 

COMPORTAMIENTO FOTOQUIMICO ANAEROBICO DE LA 
TIROSINA SENSIBILIZADO POR LA RIBOFLAVINA. 
(Photochemical behaviour of tyrosine sensit ized by 
riboflavin). Fürst. S*.. Silva, E*.. Edwards. A.M*. . Becker. 
M.l°. y De Ioannes. A°. *Facultad de Química y °Facultad 
de Ciencias Biológicas, P. Universidad Católica de Chile. 
La irradiación anaeróbica de una solución del aminoácido 
tirosina (Tyr) sensibilizada por la vitamina riboflavina (Rb) 
produce una fuerte fotodescomposición de este compuesto 
que se puede visualizar por la disminución de la banda de 
emisión fluorescente a los 310 nm y la consiguiente 
aparición de una nueva banda de emisión fluorescente a 
los 410 nm. Cuando las soluciones irradiadas son 
aplicadas en una columna de exclusión molecular de 
Sephadex G-15, se observa la aparición de dos fracciones, 
que poseen volúmenes de elución menores que la Tyr. La 
primera de estas tiene características tanto del amino ácido 
como de la flavina, y en base a sus propiedades 
espectrales se trataría de una forma agregada de la flavina 
que podría estar o no asociada a un producto proveniente 
del aminoácido. La segunda fracción posee características 
amino acídicas y emite a los 410 nm cuando es excitada a 
los 320 nm. Esta segunda fracción se mostró bastante pura 
cuando fue analizada en una columna de fase reversa C-
18 de HPLC y fue identificada como bi-tirosina de acuerdo 
a su espectro de 1 H-NMR. La propiedad de emitir a los 
410 nm es también una característica de este dímero de la 
Tyr. Debido a que existían antecedentes bibliográficos que 
asociaban efectos citotóxicos de medios de cultivo 
expuestos a la luz visible con los productos de la 
fotooxidación de la Tyr sensibilizada por la Rb, nos pareció 
interesante probar la citotoxicidad de estas soluciones. 
Para estos efectos se recurrió a cultivos de células de 
NSO/2, los cuales se mostraron afectados por la presencia 
de soluciones de Tyr y Rb previamente irradiados tanto en 
atmósfera de N2 como de O2. 
(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 ¡rradiated tryptophan and riboflavin 
solutions). A.M. Edwards°#, F. Barredo 0 , E. Si lva 0 , De 
Ioannes, A*, y M.I. Becker*. Depto. de Qca. Biológica0, Fac. 
de Química y Unidad de Inmunología*, Fac. de Cs. 
Biológicas, P. Universidad Católica de Chile. 
En nuestro laboratorio hemos demostrado que al irradiar 
con luz visible soluciones que contienen simultáneamente 
triptófano (Trp) y riboflavina (Rb) se obtienen fotoproductos 
tales como aductos Trp-Rb, (Trp-Trp) n , (Rb-Rb) n y (Trp-
Trp) n-Rb; los cuales son hepatotóxicos y también producen 
citotoxicidad sobre células de teratocarcinoma-F9 y 
mieloides NSO/2 de ratón y sobre embr iones 
preimplantacionales de ratón. En este trabajo se estudia el 
efecto de estos fotoproductos sobre células tumorales 
humanas HL-60. Células HL-60 (2x10 5 células/ml) en 
medio Dulbecco fueron sembradas en botellas de cultivo y 
se les adicionó 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 microscopía de luz después de 24 h de 
incubación. Posteriormente los cultivos fueron fijados por 
las técnicas habituales para microscopía electrónica y 
paralelamente se hicieron cortes semi finos para 
microscopía de luz. En las células sometidas a la solución 
Trp-Rb (+) (irradiadas) se observó un drástico efecto 
citotóxico. La observación directa mostró un gran número 
de células citolizadas. En cortes semi finos se observó 
núcleos hipertrofeados o ausentes y numerosas vesículas 
citoplasmáticas. Al microscopio electrónico de transmisión 
se aprecian numerosas vesículas electrón densas en las 
células en degeneración y también abundantes células 
cargadas de organelos. 
(Financiado por Proyecto FONDECYT 1930571 ).# 

EFECTO TOXICO DE FOTOPRODUCTOS DE 
TRIPTOFANO SENSIBILIZADOS POR LA VITAMINA B 2 : 
DESARROLLO DE ANTICUERPOS MONOCLONALES 
(Toxic efect of photoproducts of triptophan sensitized by 
vitamin B2: development of monoclonal antibodies). Díaz. 
M°#.. Silva. E°.. De Ioannes. A q ° . . Jamett. A*, y .Becker. MI*. 
Depto. de .Qca. Biológica0, Fac. de Química y Unidad de 
Inmunología0, Fac. de Cs. Biológicas, P. Universidad 
Católica de Chile y BIOS CHILE I.G.S.A*. 
El aminoácido triptófano (Trp) y la vitamina riboflavina (Rb) 
son esenciales y deben ser ingeridos diariamente en la 
dieta. En nuestro laboratorio, se ha descubierto la 
formación de uniones fotoinducidas entre este aminoácido 
indólico y la Rb, que han permit ido expl icar la 
hepatotoxicidad generada en pacientes sometidos a 
alimentación parenteral, así como también la citotoxicidad 
de medios de cultivo expuestos a la acción de la luz visible. 
También hay evidencia que la formación de estos aductos 
podría contribuir al envejecimiento del lente ocular y a la 
cataratogénesis. En este trabajo se contempló la 
obtención de anticuerpos monoclonales anti-aductos indol-
flavina para disponer de una herramienta de detección y 
purificación de este compuesto en cualquier sistema 
biológico o químico. Para ello se generó fotoquímicamente 
la unión de Rb a residuos de Trp de BSA (albúmina de 
suero bovino) [BSA-Rb] y a Trp enlazados químicamente a 
BSA [BSA-Trp-Rb]. Luego de inmunizar ratones Balb/c con 
ambas proteínas y realizar fusiones somáticas con los 
respectivos bazos, se tienen hibr idomas que sólo 
reconocen BSA-Rb y BSA-Trp-Rb y 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 nos permitan purificar el hapteno 
fotoquímico indol-flavínico. 
Financiado por Proyectos F O N D E C Y T 389/89 y 2930030 y Beca de 
Doctorado*. 

METABOLIZACION DE CLOROFENOLES POR Alca ligerees 
eutrophus JMP134 ( p J P 4 ) . ( M e t a b o l i s m o f c h l o r o p h e n o l s 
b y Alcaligenes eutrophus JMP134 ( p J P 4 ) . M a t u s . V . y 
G o n z á l e z . B . D e p t o . B i o l . C e l . M o l e c . F a c . de C i e n c i a s 
B i o l ó g i c a s . P . U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a de C h i l e . 

Los c l o r o f e n o l e s (CFs) y c l o r o g u a i a c o l e s (CGs) s o r 
c o n t a m i n a n t e s p r o d u c i d o s p o r l a a c t i v i d a d i n d u s t r i a l 
d e l h o m b r e . Hemos r e p o r t a d o p r e v i a m e n t e q u e b a c t e r i a s 
que d e g r a d a n g u a i a c o l s o n c a p a c e s de m e t a b o l i z a r CGs de 
b a j o g r a d o de h a l o g e n a c i ó n ( G o n z á l e z y c o i s , 
A p p l . E n v i r o n . M i c r o b i o ! . , e n p r e n s a ) . R e c i e n t e m e n t e , 
hemos e x t e n d i d o e l e s t u d i o de l a d e g r a d a c i ó n de 
c l o r o f e n o l e s a A. eutrophus JMP134 ( p J P 4 ) , una b a c t e r i a 
d e h a l o g e n a n t e d e s c r i t a p r e v i a m e n t e (Don ?< P e m b e r t o n , 
J . B a c t , 1 4 5 : 6 8 1 , 1 9 8 1 ) . E s t a cepa e s c a p a z de c r e c e r en 
l o s á c i d o s 2 , 4 - d i c l o r o f e n o x i a c é t i c o ( 2 , 4 - D ) y 3 -
c l o r o b e n z o i c o ( 3 - C B A ) p o r l a p r e s e n c i a de p J P 4 , y c r e c e 
en f e n o l m e d i a n t e una v í a c r o m o s o m a l . 

L o s r e s u l t a d o s de e s t e e s t u d i o f u e r o n l o s s i g u i e n t e s : 
i ) l a c e p a no c r e c i ó en g u a i a c o l o CGs; c r e c i ó e n 4 -CF 
y 2 , 4 - D C F , p e r o no en 2 , 4 , 5 - o 2 , 4 , 6 - T C F o PCP; i i ) 
c é l u l a s p r e c r e c i d a s en 2 , 4 - D o 3-CBA d e c l a r a r o n 
e x t e n s i v a m e n t e 4 - C G , 4 , 6 - D C G , 4 -CF y 2 , 4 - D C F y , en 
menor g r a d o , 5-CG y 6 - C G ; i i i ) l o s c o m p u e s t o s 
d e c l o r a d o s p o r l a s c é l u l a s p r e c r e c i d a s f u e r o n t a m b i é n 
l o s q u e p r o d u j e r o n e l m a y o r consumo de o x í g e n o ; i v ) l a 
e s p e c t r o s c o p i a UV d e m o s t r ó que l a m e t a b o l i z a c i ó n de 
d i c h o s c o m p u e s t o s p r o c e d i ó , a l menos , h a s t a l a r u p t u r a 
d e l a n i l l o a r o m á t i c o ; v ) l a c a p a c i d a d p a r a m e t a b o l i z a r 
CGs d e p e n d i ó de l a c o n c e n t r a c i ó n d e l o r g a n o c l o r a d o y de 
l a masa c e l u l a r a c t i v a ; v i ) l o s c o m p u e s t o s c l o r a d o s no 
i n h i b i e r o n e l c r e c i m i e n t o en 2 , 4 - D o 3 - C B A , c o n 
e x c e p c i ó n de d o s c l o r o c a t e c o l e s : 4-CC y 4 , 5 - D C C . 

E s t e e s t u d i o d e m u e s t r a p o r p r i m e r a vez e l p o t e n c i a l 
p a r a d e g r a d a r c l o r o f e n o l e s y c l o r o g u a i a c o l e s en A. 
eutrophus JMP134 ( p J P 4 ) , p r o b a b l e m e n t e a t r a v é s de 
p r o c e s o s c o m e t a b ó l i c o s . 

F i n a n c i a m i e n t o : I F S F 1 8 8 6 - 1 y FONDECYT 0 5 5 8 - 9 3 . 

ROL ADHESIVO DE PR0TE06LICANES DE CONDROITIN SULFATO EN PROGENITORES 
HEMATOPQYETICGS. (Adhesive properties of chondroitin sulfate proteoglycans 
in heaopoietic ce l l s ) . Conget,F. y Hinguell.J.J. Unidad de Biología Celular, 
INTA, Universidad de Chile. 

Entre las Múltiples funciones asignadas a proteoglicanes de 
«eabrana se encuentra la de participar en procesos adhesivos. Esta función 
ha sido taabién, propuesta para un proteoglicán de condroitín sulfato 
presente en la aeabrana (naPS-CS) de células progenituras heaatopoyéticas 
(CPH). En busca de aayores evidencias para sustentar el rol adhesivo de 
aaPG-CS en la interacción CPH-estroaa, estudíanos la capacidad adhesiva de 
dos l íneas celulares con ca rac t e r í s t i ca s de CPH, que presentan dist into 
grado de diferenciación: FDCP-aix (tultipotente) y FDCP-1 (bipotente) y 
dist inta abundancia de aaP6-CS. Se t i d i o la adhesión de células aarcadas con 
9 1 Cr a Fn intacta y a sus fragsentos qu i f io t r íp t i cos de 120 ó 40 Kd (sit ios 
de unión celular-RGD y de unión a heparina, respectivaaente). Aabas líneas 
celulares se unieron a Fn y al fragiento 120 Kd en un 802; sin eabargo, la 
unión al fragaento 40 Kd fue de un 607. y un 307., directaaente relacionado 
con la abundancia de aaPG-CS (dos veces aás abundante en FDCP-aix que en 
FDCP-1). Evidencias adicionales que interacción de CPH con el doainio de 
unión a heparina (40 Kd) es aediada por aaPG-CS, se obtuvieron al evaluar la 
capacidad adhesiva de CPH tratadas con un B~D-Xilosido o con Condroitinasa 
ABC. Estos trataaientos redujeron la abundancia del aaPG-CS, a juzgar por 
estudios de radioaarcación y aná l i s i s por f i l t rac ión aolecular (Sepharose 
CL-6B) e inaunofluorescencia. Para aabos trataaientos, la adhesividad al 
fragaento 40 Kd de las células tratadas se redujo en un 25 y en un 50X 
respecto de las no tratadas. Los resultados obtenidos en este trabajo 
auestran que la adhesión al doainio de unión a heparina depende de la 
abundancia de aaPG-CS. Estas evidencias peraiten concluir que los PG-CS 
presentes en la aeabrana de las CPH participan en interacciones adhesivas 
con la Fn pericelular del estroaa, vía el doainio de unión a heparina. Así, 
aaPG-CS contr ibuir ían a estabilizar la adhesión de las CPH al estroaa de la 
aédula ósea o a su aigración en el aicroaabiente heaatopoyético, previo a la 
liberación de células aaduras a la c i rculación. 
Financiaaiento: Proyectos Fondecyt (1071-92) y Fundación Andes (C-11B94). 
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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. Depto. de HematologíaADncología, Facultad de 
Medicina, Pontificia Universidad Católica de Chile. *CBER, 
FDA, NIH, Bethesda, Maryland, USA. (Patrocinio: C. Koenig) 
La región variable de la cadena pesada de inmunoglobulina 
se forma por el reordenamiento de los segmentos V, D y J 
localizados en el cromosoma 14q32. En este trabajo hemos 
usado PCR y análisis de secuencias de nucleótidos de 
productos de PCR para identificar y caracterizar los genes 
VH, D y JH de cuatro líneas celulares; dos de ellas derivadas 
de pacientes con leucemia linfática crónica (LLC) y dos de 
pacientes con leucemia prolinfocítica crónica (LPC), todas 
ellas de origen B y obtenidas mediante transformación por 
virus de Epstein Barr. Las cuatro utilizan genes de la familia 
VH3. Solo una de las líneas corresponde a la línea germinal 
de un gen VH3 ya descrito, las otras tres tienen 95% a 86% 
de homología con genes descritos. Este hallazgo puede ser 
explicado por mutación somática y contradice la idea 
aceptada actualmente que la utilización de genes VH en LLC 
es sólo en línea germinal. En estas líneas celulares los genes 
D utilizados son DXP1, DIR y D21/9. Tres han reordenado el 
gen JH4 y una el gen JH6, todas tienen un número variable 
de nucleótidos N insertados. En la formación de la región 
variable de la cadena pesada de inmunoglobulina de estas 
líneas celulares malignas de origen B no parece haber uso 
preferencial de algún miembro de la familia VH3 o de genes 
D, pero sugiere uso preferencial del gen JH4. 
Estos resultados sugieren que la utilización de genes VH en 
estas líneas celulares leucémicas no es siempre en línea 
germinal y que puede ocurrir mutación somática en las 
leucemias linfáticas crónicas de origen B. 

EVIDENCIAS DE UN CLUSTER DE DIFERENCIACION BIOLOGICA 
EN LEUCEMIA L I N F O B L A S T I C A A G U D A ( L L A ) EN CHILE. 
(Evidence for a d i f f e r e n t i a t i o n c l u s t e r in acute l ymphob la s t i c 
leukemia in Chile). 
Andrade. W*. Cabrera. M . E * * * . Legues. M E * * . Campbell. 
M_+., Risueño, C*. Barrida. F*. Centro de Investigaciones 
Médicas* y Departamento de Hematología-Oncología**, Facultad 
ae Medicina, P. Universidad Católica de Chile, Laboratorio de 
Hematología, Hospital Salvador***, Departamento de 
Hematología, Hospital Roberto del Río+. (Pat rocinio: M. Dabiké) 
Hemos d e t e r m i n a d o e l e s t a d i o de d i f e r e n c i a c i ó n c e l u l a r en 3 0 
m u e s t r a s no s e l e c c i o n a d a s de L L A de e s t i r p e B en n i ñ o s 
c h i l e n o s u t i l i z a n d o t é c n i c a s de i n m u n o f e n o t i p o c o n 
a n t i c u e r p o s m o n o c l o n a l e s e s p e c i f i c o s ( C D 1 9 , C D 1 0 , CD7, 
C D 3 3 ) y r e o r d e n a m i e n t o c l o n a l de genes de cadena pesada 
( I g H ) y l i g e r a ( I g L ) K a p p a y l a m b d a de i n m u n o g l o b u l i n a s , 
u t i l i z a n d o la t é c n i c a de Sou the rn b l o t con sondas e s p e c í f i c a s 
de D N A ( J H , Ck, C l a m b d a ) . La m a y o r i a ( 6 1 % ) de l o s 
pac ien tes se d i a g n o s t i c a r o n e n t r e los 2 y 6 a ñ o s de edad, y se 
d e m o s t r ó l a h e t e r o g e n e i d a d c a r i o t í p i c a e s p e r a b l e en e s t a 
p o b l a c i ó n (X C a r i o t i p o s d i p l o i d e s , 1 h i p o d i p l o i d e , 4 
h i p e r d i p l o i d e s , 1t ( 4 ; 1 1)). 2 9 de 3 0 c a s o s e x p r e s a r o n e l 
a n t í g e n o c o m ú n de la L L A ( C A L L A , CD10) . 2 9 de 3 0 casos 
m o s t r a r o n r e o r d e n a m i e n t o s de IgH y en 10 c a s o s se 
e n c o n t r a r o n e v i d e n c i a s de o l i g o c l o n a l i d a d en e l p a t r ó n de 
b a n d a s r e o r d e n a d a s . P o r c o n t r a s t e , a p e n a s 4 ( 1 1 % ) 
p r e s e n t a r o n r e o r d e n a m i e n t o c l o n a l de IgL kappa, un even to de 
d i f e r e n c i a c i ó n c o m ú n en l a L L A de e s t i r p e B C A L L A + ( 3 0 a 
60%) . E s t o i n d i c a que l a m a y o r í a de l a s L L A en l a m u e s t r a 
e s t u d i a d a d e t u v i e r o n s u d i f e r e n c i a c i ó n p o s t e r i o r a l 
r e o r d e n a m i e n t o de IgH, i n c l u s o l o s c a s o s , e s p e r a b l e s en 
n ú m e r o , de L L A o l i g o c l o n a l . E s t e hecho es e v i d e n c i a de un 
f e n ó m e n o de c l u s t e r l o c a l c o n c o n s e c u e n c i a s 
e t i o p a t o g e n é t i c a s desconocidas. La e v a l u a c i ó n en e l t i e m p o de 
los p a c i e n t e s d e m o s t r a r á s i e s t e f e n ó m e n o t i e n e a su vez un 
i m p a c t o c l í n i c o adverso o favorable . 
F inanc i ado p o r Fondecy t 7 4 7 - 9 2 . 

DEGRADACION DE AF.ILGL ICOS IDUS POR UN CONSORCIO 
BACTERIANO. (A r y l g l y c o s i d e degradation by a b a c t e r i a l 
consortium). Céspedes, R. y Vicuña, R. Laboratorio de 
Bioquímica, Facultad de Ciencias Biológicas, P. 
Universidad Católica de Chile. 

Los arilglicósidos, que han sido d e s c r i t o s como 
int e r m e d i a r i o s en la síntesis de l i g n i n a en plantas 
vasculares, son también formados en reacciones de 
transglicosidación por hongos creciendo en c u l t i v o s 
conteniendo celobiosa y compuestos fenol icos derivados 
de l i g n i n a , como alcohol vaníllico y ácidos ferúlico y 
p-cumárico. La degradación de glicósidos ha sido poco 
estudiada. Se sabe que en e l rumen la presencia de 
fenilglicósidos retarda la degradación de la pared de 
células vegetales, debido a que los ácidos fenol icos 
liberados inhiben e l crecimiento de varias especies de 
bact e r i a s ruminales. En este t r a b a j o se describe la 
caracterización de un consorcio bacteriano a i s l a d o de 
muestras de madera en descomposición, en base a su 
capacidad de crecer y degradar completamente e l dimero 
vani 1 1 i l-JÍ-D-glucopiranósido. Este consorcio está 
c o n s t i t u i d o por t r e s cepas i d e n t i f i c a d a s preiiminarmente 
como Serratia sp. (cepa 2 . 1 ) y Pseudomonas sp.(cepas 2 , 2 
y 2 . 3 ) . El consumo completo del dinero requiere la 
presencia de dos de las cepas ( 2 . 1 y 2 . 2 ) , siendo la 
cepa 2 , 1 la única capa;-: de romper e l d i mero. La 
degradación continúa con la oxidación del alcohol 
vaníllico a l ácido respectivo por la cepa 2 . 2 , e l cual 
es empleado como s u s t r a t o por las dos cepas de 
Pseudomonas. La cepa 2 . 1 también puede crecer en los 
fenilglucósidos s a l i c i na y ar b u t i n a , acumulando s a l i c i l 
a lcohol e hidroquinona, respectivamente» Un c o - c u l t i v o 
de las cepas 2 , 1 y 2.2 produce un consumo p a r c i a l del 

inhibición de la liberación de p- n i t r o f e n o 1 a p a r t i r de 
PNPG por células de la cepa 2 . 1 , han mostrado que la 
hidrólisis del vani 11 i l g l icósido asi' como los 
fenilglicósidos puede estar mediada por una a c t i v i d a d Jl 
qíucosidasa presente en la b a c t e r i a . 

Este t r a b a j o fue financiado por FONDECYT 0758/91. 

E L L E C H O D E L A E S T R I A T E R M I N A L C O M O M O D E L O 
P A R A E S T U D I A R L A L I B E R A C I O N D E N O R A D R E N A L I N A 
E N E L S N C . ( T h e b e d n u c l e u s o f s t r i a t e r m i n a l i s as a m o d e l t o 
s tudy no rad rena l ine r e l é a s e i n the C N S ) . G y s l i n g . K . . F o r r a y . M . I . . 
A n d r é s . M . E . y B u s t o s . G . L a b o r a t o r i o d e F a r m a c o l o g í a -
B i o q u í m i c a , D e p t o . de B i o l o g í a C e l u l a r y M o l e c u l a r , Facu l t ad de 
C ienc i a s B i o l ó g i c a s , P. U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a de C h i l e . 

L a r e g i ó n v e n t r a l d e l l e c h o Je l a e s t r í a t e r m i n a l ( L E T ) es la 
r e g i ó n d e l S N C c o n l a m a y o r c o n c e n t r a c i ó n de n o r a d r e n a l i n a ( N A ) , 
l a c u a l se encuent ra e x c l u s i v a m e n t e en t e rmina l e s neuronales . Estas 
c a r a c t e r í s t i c a s hacen d e l L E T u n m o d e l o a p r o p i a d o para es tudiar la 
l i b e r a c i ó n de N A e n d ó g e n a . E l o b j e t i v o de este t rabajo es estudiar 
la r e g u l a c i ó n de la l i b e r a c i ó n de N A p o r receptores a d r e n é r g i c o s y 
g l u t a m a t é r g i c o s d e l t i p o N - m e t i l - D - a s p a r t a t o ( N M D A ) . L o s 
e x p e r i m e n t o s se r e a l i z a r o n e n m i n i c o r t e s d e L E T v e n t r a l 
s u p e r f u n d i d o s c o n K r e b s - R i n g e r - f o s f a t o . L a N A l i b e r a d a se 
c u a n t i f i c ó m e d i a n t e H P L C - E C p r e v i a c o n c e n t r a c i ó n en a l ú m i n a . 

L a l i b e r a c i ó n de N A i n d u c i d a p o r concen t r ac iones altas de 
K + y d e p e n d i e n t e d e C a + 2 es i n h i b i d a p o r c l o n i d i n a , a g o n i s t a 
a d r e n é r g i c o a 2 , y e s t i m u l a d a p o r y o h i m b i n a , a n t a g o n i s t a 
a d r e n é r g i c o cx2. L a a d i c i ó n d e N M D A ( 2 5 0 J I M ) a l m e d i o de 
s u p e r f u s i ó n , en ausencia de M g + 2 , a u m e n t a s i g n i f i c a t i v a e l ef lu jo 
basal de este neu ro t r ansmiso r . G l i c i n a (1 u M ) y D - s e r i n a ( 10 u M ) , 
a u m e n t a n s i g n i f i c a t i v a m e n t e l a l i b e r a c i ó n de N A i n d u c i d a p o r 
N M D A . L a l i b e r a c i ó n de N A i n d u c i d a p o r K + n o se m o d i f i c a po r la 
presencia de N M D A en e l m e d i o de s u p e r f u s i ó n . 

L o s r e su l t ados de este t r aba jo i n d i c a n q u e l a l i b e r a c i ó n de 
N A en e l L E T es r e g u l a d a p o r au tor recep tores d e l t i p o a 2 y p o r 
h e t e r o r r e c e p t o r e s g l u t a m a t é r g i c o s d e l t i p o N M D A . A d e m á s 
sug ie ren pos ib les in t e racc iones entre los m e c a n i s m o s p r e s i n á p t i c o s 
de m o d u l a c i ó n de l a l i b e r a c i ó n de N A . 

F i n a n c i a d o p o r p r o y e c t o F O N D E C Y T 6 8 6 / 9 3 . 
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CAMBIOS EN LA S Í N T E S I S DE PROTEÍNAS EN CELULAS DE 
RAICES DE A l l i u m c e p a L . INDUCIDOS POR HIPOMETILACIÓN 
DEL D N A . ( P r o t e i n s y n t h e s i s c h a n g e s i n d u c e d b y DNA 
h y p o m e t i l a t i o n ) . F e r r a d a , D . y Sans J . D e p t o . B i o l C e l 
y Gen . F a c . de M e d i c i n a , U n i v e r s i d a d de C h i l e . 

La m e t i l a c i ó n d e l DNA es uno de l o s m e c a n i s m o s 
de c o n t r o l de l a e x p r e s i ó n g é n i c a . La a d m i n i s t r a c i ó n 
i n v i v o de 5 - a z a c i t i d i n a ( 5 - a z a C ) , a n á l o g o de l a 
c i t i d i n a , d i s m i n u y e e l c o n t e n i d o de 5mC en e l DNA e 
i n d u c e l a e x p r e s i ó n de d e t e r m i n a d o s g e n e s . 

U t i l i z a n d o c é l u l a s de l a r e g i ó n m e r i s t e m á t i c a y 
madura de l a r a í z de A. c e p a L . y c o n e l f i n de 
d e t e c t a r genes c u y a e x p r e s i ó n e s t e c o n t r o l a d a p o r e l 
g r a d o de m e t i l a c i ó n de s u DNA, se e s t u d i ó l a i n d u c c i ó n 
de c a m b i o s en l a e x p r e s i ó n g é n i c a , a t r a v é s d e l 
a n á l i s i s de v a r i a c i o n e s en e l p a t r ó n e l e c t r o f o r é t i c o 
de p r o t e í n a s t o t a l e s , d e s p u é s de un t r a t a m i e n t o c o n 5 -
azaC, que p r o d u c e una d e s m e t i 1 a c i ó n de a l r e d e d o r d e l 
30 7. de l o s r e s i d u o s de 5 m - c i t o s i n a d e l DNA. 

L o s r e s u l t a d o s m u e s t r a n que e l a n á l o g o p r o v o c a 
c a m b i o s en e l p a t r ó n p o l i p e p t í d i c o t a n t o en l a z o n a 
m e r i s t e m á t i c a como madura de l a r a í z . En e l p r i m e r c a 
so hemos v i s t o que e l a n á l o g o i n d u c e un l i g e r o a u m e n t o 
en a l g u n o s p o l i p é p t i d o s y una l e v e d i s m i n u c i ó n en o -
t r o s . E n c a m b i o en l a z o n a m a d u r a , se p r o d u c e un i n c r e 
m e n t o m á s i m p o r t a n t e de a l g u n o s p o l i p é p t i d o s . E l a n á 
l i s i s de l a s í n t e s i s de l o s p o l i p é p t i d o s p o r i n c o r p o 
r a c i ó n de m e t i o n i n a ^ S , en ambas z o n a s de l a r a í z , 
m u e s t r a que e x i s t e una c o r r e l a c i ó n e n t r e e l i n c r e m e n t o 
o b s e r v a d o y l a s í n t e s i s de e s t o s p o l i p é p t i d o s . 

L o s r e s u l t a d o s s u g i e r e n que p o r su a c c i ó n 
h i p o m e t1 1 a n t e d e l DNA, 5 -azaC e s t a r í a e s t i m u l a n d o l a 
e x p r e s i ó n de l o s g e n e s que c o d i f i c a n p a r a a q u e l l o s 
p o l i p é p t i d o s c u y a p r e s e n c i a se ve i n c r e m e n t a d a . En 
c a m b i o , en e l c a s o de a q u e l l o s p o l i p é p t i d o s que se v e n 
d i s m i n u i d o s , p o d r í a s e r r e f l e j o de l a a c t i v a c i ó n de 
g e n e s c u y o s p r o d u c t o s a c t u a r í a n como r e p r e s o r e s de l o s 
g enes que c o d i f i c a n a d i c h o s p o l i p é p t i d o s . 
P r o y e c t o FONDECYT 9 2 / 9 8 2 . 

EVIDENCIAS QUE SUGIEREN QUE EL I N I C I O DE LA M I T O S I S ES 
CONTROLADO NEGATIVAMENTE POR UN GEN QUE SE EXPRESA EN 
G j . ( E v i d e n c e s s u g g e s t Gj g e n e e x p r e s s i o n i n v o l v e d i n 
n e g a t i v e c o n t r o l o f G2 t o M t r a n s i t i o n ) . C o n c h a , M * y 
S a n s , J . D e p t o . de B i o l . C e l . y G e n e t . F a c . Med . U . de 
C h i l e . * Prog. Doctorado, Fac. Med., U. de Ch. 

Se ha d e m o s t r a d o en c é l u l a s e u c a r i ó t i c a s que e l 
i n i c i o de l a m i t o s i s es r e g u l a d o p o r s e ñ a l e s p o s i t i v a s 
y n e g a t i v a s que a c t ú a n e s t i m u l a n d o o i n h i b i e n d o e s t e 
p r o c e s o , r e s p e c t i v a m e n t e . 

En e x p e r i m e n t o s p r e v i o s hemos d e m o s t r a d o que l a 
a d m i n i s t r a c i ó n i n v i v o de 5 - a z a c í t i d i n a ( 5 - a z a C ) en 
A l 1 í u m c e p a L . e s t i m u l a l a e x p r e s i ó n de g e n e s p a r t i 
c u l a r e s a t r a v é s de s u e f e c t o h i p o m e t i 1 a n t e d e l DNA. 

En e s t e t r a b a j o se e s t u d i ó c 1 t o l ó g í c a m e n t é e l e f e c t o 
de 5 - a z a C 10 s o b r e l a e x p r e s i ó n de g e n e s v i n c u l a d o s 
con l a r e g u l a c i ó n d e l i n i c i o de l a m i t o s i s , en una 
p o b l a c i ó n de c é l u l a s m e r i s t e m á t i c a s s i n c r ó n i c a s de 
A l 1 í u m c e p a L m a r c a d a s como b i n u c l e a d a s m e d i a n t e un 
t r a t a m i e n t o c o n c a f e í n a 5mM. 

L o s r e s u l t a d o s m u e s t r a n que l a a d m i n i s t r a c i ó n de 
5 -azaC d u r a n t e t o d o un p e r í o d o r e p l i c a t i v o no a l t e r a 
e l i n i c i o de l a m i t o s i s i n m e d i a t a . S i n e m b a r g o , l a s 
c é l u l a s que s u r g e n de e s t a d i v i s i ó n c o m i e n z a n un n u e v o 
c i c l o c e l u l a r , i n i c i a n l a r e p l i c a c i ó n d e l DNA, p e r o se 
ven i m p e d i d a s de i n i c i a r una n u e v a m i t o s i s q u e d a n d o 
b l o q u e a d a s en e l p e r í o d o G2- R e s u l t a d o s s i m i l a r e s se 
o b t u v i e r o n c u a n d o e l t r a t a m i e n t o c o n 5 -azaC se e f e c t u ó 
p o r un t i e m p o e q u i v a l e n t e a l p r i m e r ó s e g u n d o t e r c i o 
d e l p e r í o d o S. E s t e f e n ó m e n o no se o b s e r v ó c u a n d o e l 
t r a t a m i e n t o i n v o l u c r ó s ó l o a l ú l t i m o t e r c i o . 

L o s r e s u l t a d o s s u g i e r e n q u e : La e n t r a d a en m i t o s i s 
e s t a r í a r e g u l a d a n e g a t i v a m e n t e p o r un gen c u y a e x p r e 
s i ó n d e p e n d e r í a d e l g r a d o de m e t i l a c i ó n d e l DNA; E s t e 
gen e s t a r í a c o d i f i c a d o en un s e c t o r d e l genoma que r e 
p l i c a p r o b a b l e m e n t e e n t r e e l f i n a l d e l p r i m e r t e r c i o y 
c o m i e n z o d e l s e g u n d o t e r c i o d e l p e r í o d o S; E s t e gen se 
t r a n s c r i b i r í a d u r a n t e e l p e r í o d o Gj , y s u p r o d u c t o 
f i n a l e j e r c e r í a s u a c c i ó n en l a t r a n s i c i ó n Ĝ  - M . 
Proyectos Fondecyt 92/982. 

A N A L I S I S ELECTR0F0RETIC0 DE PROTEINAS ESPERMATICAS Y 
FLUIDO E P I D I D I M A R I O DE P O T R O . ( E l e c t r o p h o r e t i c a n a l y s i s 
o f s t a l l i o n e p i d i d y m a l s p e r m and f l u i d p r o t e i n s ) 
L o r c a , C ; R e t a m a 1 , C * ; U r z ú a , J ; L ó p e z , M L . D t o B i o l o g í a C e l 
y Gen . S e r v . F i s i o p a t o l o g í a * . F a c . M e d i c i n a . U . C h i l e . 
La a d q u i s i c i ó n de l a m o t i l i d a d y c a p a c i d a d f e c u n d a n t e 
d e l e s p e r m a t o z o i d e se a c o m p a ñ a de m o d i f i c a c i o n e s en l a 
m o r f o l o g í a , o r g a n i z a c i ó n m o l e c u l a r y a c t i v i d a d m e t a b ó -
l i c a d e l g a m e t o . E n t r e o t r a s , se han d e s c r i t o d i f e r e n 
c i a s en l a s c a r g a s de s u p e r f i c i e , en l a a n t i g e n i c i d a d 
de membrana , en e l c o n t e n i d o p r o t e i c o y l i p i d i c o , que 
s o n de i m p o r t a n c i a en l a c o m p r e n s i ó n de l o s f a c t o r e s 
que i n f l u y e n en e s t o s p r o c e s o s . Con e l o b j e t o de d e 
t e c t a r y c a r a c t e r i z a r a l g u n a ( s ) p r o t e i n a ( s ) o g l i c o -
p r o t e í n a ( s ) de s u p e r f i c i e que se a d i c i o n e ( n ) , p i e r -
d a ( n ) o m o d i f i q u e ( n ) d u r a n t e e l p r o c e s o de m a d u r a c i ó n 
e s p e r m á t i c a , se a n a l i z a r o n l o s p e r f i l e s e l e c t r o f o r é -
t i c o s de p r o t e í n a s de e s p e r m a t o z o i d e s y de f l u i d o 
o b t e n i d o s de l o s d i v e r s o s s e g m e n t o s de e p i d í d i m o . Se 
u t i l i z a r o n p a r á m e t r o s t a l e s como m o t i l i d a d , l o c a l i z a 
c i ó n de g o t a c i t o p l a s m á t i c a , y o t r o s p a r a d e t e r m i n a r 
e l g r a d o de " m a d u r e z " de e s p e r m a t o z o i d e s en l a s r e g i o 
nes de c a b e z a , c u e r p o y c o l a e p i d í d i m a r i a . N u e s t r o s 
r e s u l t a d o s m u e s t r a n que e s p e r m a t o z o i d e s y f l u i d o 
e p i d i d i m a r i o o b t e n i d o s de l a s d i f e r e n t e s r e g i o n e s de 
l a v í a s e m i n a l p r e s e n t a n p a t r o n e s e l e c t r o f o r é t i c o s 
d i s t i n t o s . Se o b s e r v a r o n p r o t e í n a s de PM 1 4 0 0 0 , 6 6 0 0 0 , 
70000 que a p a r e c e n o a u m e n t a n s u c o n c e n t r a c i ó n en 
e s p e r m a t o z o i d e s de l a s r e g i o n e s m á s d i s t a l e s de e p i d í 
d i m o . En f l u i d o e p i d i m a r i o , e s t a s b a n d a s d i s m i n u y e n en 
l a r e g i ó n de l a c o l a e p i d i d i m a r i a , e x c e p t o l a de 70 Kd 
que a u m e n t a . Una p r o t e í n a de 24 K d , p r e s e n t e en e s p e r -
m i o s o b t e n i d o s de c o n d u c t o e f e r e n t e , d i s m i n u y e en l a s 
r e g i o n e s d i s t a l e s de l a v í a s e m i n a l . E s t a no se o b s e r 
va en e l f l u i d o de c . e f e r e n t e , y a p a r e c e en l a s mues 
t r a s o b t e n i d a s de c u e r p o y c o l a e p i d i d i m a r i a . No se 
d e t e c t a r o n d i f e r e n c i a s s i g n i f i c a t i v a s en l a s m u e s t r a s 
de l o s d i f e r e n t e s a n i m a l e s e s t u d i a d o s . Se d i s c u t e l a 
a c c i ó n de e s t a s p r o t e í n a s y g l i c o p r o t e í n a s en e l p r o 
c e s o de m a d u r a c i ó n e s p a r m á t i c a . ( D T I . 3 3 7 7 - 9 2 1 2 ) 

E L R E C E P T O R D E E G F E N L A I M P L A N T A C I O N in vitro D E L 
B L A S T O C I S T O D E R A T O N ( T h e E G F - R i n in vitro i m p l a n t a t i o n 
o f m o u s e b l a s tocys t ) . M a n c i l l a . A . . F a ú n d e z , V . . I z q u i e r d o . L . . 
G o n z á l e z . A . D e p t o . B i o l o g í a , F a c u l t a d de C i e n c i a s , U n i v e r s i d a d 
de C h i l e y D e p t o . I n m u n o l o g í a C l í n i c a y R e u m a t o l o g í a , Facu l t ad de 
M e d i c i n a , P. U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a de C h i l e . 

E x i s t e n ev idenc ias que sug ie ren u n r o l d e l f a c t o r de c r e c i m i e n t o 
e p i d é r m i c o ( E G F ) en l a d i f e r e n c i a c i ó n de l t r o f o b l a s t o h u m a n o . E n 
r a t ó n , e l p r o c e s o d e i m p l a n t a c i ó n y d i f e r e n c i a c i ó n t i e n e 
c a r a c t e r í s t i c a s dis t intas que pueden ser anal izadas c o n respecto a los 
efectos d e l E G F en u n s i s tema in vitro. L o s b las toc i s tos de r a t ó n 
c u l t i v a d o s " i n v i t r o " en u n m e d i o c o n suero se despo jan de l a zona 
p e l ú c i d a , se a d h i e r e n a l subs t ra to y e l t r o f o b l a s t o se e x t i e n d e y 
p o l i p l o i d i z a , procesos que remedan l a i m p l a n t a c i ó n in útero. 

E n los e m b r i o n e s c u l t i v a d o s d u r a n t e 3 d í a s c o n suero y 
E G F se o b s e r v ó u n c a m b i o m o r f o l ó g i c o ca rac te r i zado p o r n ú c l e o s 
m u y p rominen tes en las c é l u l a s gigantes de l t ro fob las to . Este efecto 
es e s p e c í f i c o , y a que fue i n h i b i d o p o r u n a n t i c u e r p o a n t i - E G F . 
A d e m á s , en los e m b r i o n e s i m p l a n t a d o s se d e t e c t ó e l r ecep to r de 
E G F ( R - E G F ) m e d i a n t e e x p e r i m e n t o s de " c r o s s - l i n k i n g " y u n i ó n 
de r a d i o l i g a n d o . Ensayos de f o s f o r i l a c i ó n e i n m u n o p r e c i p i t a c i ó n 
c o n an t i cue rpos a n t i f o s f o t i r o s i n a m o s t r a r o n f o s f o r i l a c i ó n de l R-
E G F i n d u c i d a p o r su l i g a n d o , i n d i c a n d o q u e el r e c e p t o r e s t a r í a 
a c t i v o en esta etapa de l desar ro l lo . L a a c t i v i d a d t i r o s i n a quinasa del 
r e cep to r parece afec tarse p o r e l e s t ado de d i f e r e n c i a c i ó n de l 
t r o fob la s to , y a que d i s m i n u y e c u a n d o l a i m p l a n t a c i ó n es i n h i b i d a 
e x p e r i m e n t a l m e n t e . L o s resul tados sug ie ren que las reacciones de 
f o s f o r i l a c i ó n en t i r o s i n a m e d i a d a s p o r e l R - E G F p o d r í a n ser 
impor tantes en l a d i f e r e n c i a c i ó n de l t ro fob las to de r a t ó n . 

( F i n a n c i a d o p o r los p royec tos F O N D E C Y T 0 8 3 8 - 9 1 y 1930596 , y 
po r el D p t o . P o s t g r a d o y P o s t í t u l o , U . d e C h i l e , B e c a P G - 0 8 9 - 9 3 ) . 
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E S T A B L E C I M I E N T O D E L P R I M E R E P I T E L I O E N E L 
E M B R I O N DE R A T O N . ( E s t a b l i s h m e n t o f t h e f i r s t 
e p i t h e l i u m i n t h e m o u s e e m b r y o ) . P e y , R . * & 
I z q u i e r d o , L . D e p t . d e B i o l o g í a , F a c u l t a d d e 
C i e n c i a s , U n i v e r s i d a d d e C h i l e . 

U v o m o r u l i n a e s u n a g l i c o p r o t e i n a d e 
a d h e s i ó n c e l u l a r d e p e n d i e n t e d e c a l c i o q u e e n 
c é l u l a s MDCK y e n f i b r o b l a s t o s i n d u c e 
p o l a r i z a c i ó n e s t a b l e c i é n d o s e u n e p i t e l i o . 

E n e l e m b r i ó n d e r a t ó n , a l e s t a d o d e 8 
c é l u l a s y d u r a n t e e l p r o c e s o m o r f o g e n é t i c o d e 
c o m p a c t a c i ó n , u v o m o r u l i n a s e r e g i o n a l i z a e n l o s 
c o n t a c t o s c e l u l a r e s a l i g u a l q u e f o d r i n a , 
m i e n t r a s q u e a c t i n a p e r m a n e c e h o m o g é n e a m e n t e 
d i s t r i b u i d a e n e l c ó r t e x . E s e l c o m i e n z o d e l a 
d e t e r m i n a c i ó n d e l t r o f o b l a s t o . 

L a c o m p a c t a c i ó n e s i m p r e s c i n d i b l e p a r a l a 
b l a s t u l a c i ó n . C u a n d o e l e m b r i ó n c a v i t a , l a s 
c é l u l a s e x t e r n a s s e d i f e r e n c i a n y s e e s t a b l e c e 
e l p r i m e r e p i t e l i o . E n e s t e e s t a d o s e p i e r d e l a 
c o l o c a l i z a c i ó n c o m p l e t a d e u v o m o r u l i n a ( s e 
o b s e r v a s ó l o e n l o s c o n t a c t o s c e l u l a r e s , p e r o 
e x c l u i d a d e l a s c a r a s a p i c a l y b a s a l ) y f o d r i n a 
( s e o b s e r v a e n l o s c o n t a c t o s c e l u l a r e s y a d e m a s 

e n l a c a r a b a s a l , p e r o e x c l u i d a d e l a c a r a 
a p i c a l ) e n l a s c é l u l a s t r o f o b l á s t i c a s m i e n t r a s 
q u e s e c o n s e r v a e n l a s d e l a m a s a c e l u l a r 
i n t e r n a q u e a u n n o e s t á n d i f e r e n c i a d a s ; a d e m a s , 
n o s e o b s e r v a n d i f e r e n c i a s e n l a d i s t r i b u c i ó n d e 
¿ - t i n a e n t r e e s o s d o s t i p o s c e l u l a r e s . 

F i n a n c i a d o p o r U . d e C h i l e y F O N D E C Y T P r o y e c t o s 
9 0 - 0 0 0 2 y 0 8 3 8 - 9 1 . 
* R . P . f u e b e c a r i o d e P . U . C a t ó l i c a d e C h i l e , 
g r a n t R F 8 8 0 7 7 - B . 

LA ACETILCCklNESTERASA. DE CEREBRO DE MAMIFERO: 

ESTUDIOS ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL ( M a m m a l i a n b r a i n 

a c e t y l c h o l i n e s t e r a s e : s t r u c t u r a l a n d f u n c t i o n a l 

s t u d i e s ) . * M o r e n o R . D . e I n e s t r o s a N . C . D e p t o . 

B i o l o g í a C e l u l a r y M o l e c u l a r , F a c . d e C i e n c i a s 

B i o l ó g i c a s , P . U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a d e C h i l e . 

L a a c e t i l c o l i n e s t e r a s a (AChE) es l a e n z i m a q u e 

h i d r o l i z a a l n e u r o t r a n s m i s o r a c e t i l c o l i n a . En e l 

s i s t e m a n e r v i o s o c e n t r a l d e l o s m a m í f e r o s l a e n z i m a 

es u n o l i g ó m e r o d e 4 s u b u n i d a d e s c a t a l í t i c a s a l q u e 

s e a s o c i a e n f o r m a c o v a l e n t e u n p o l i p é p t i d o 

h i d r o f ó b i c o d e 20 k D a . D u r a n t e e l d e s a r r o l l o 

e m b r i o n a r i o s e h a d e t e c t a d o l a p r e s e n c i a d e u n 

m o n ó m e r o c o n p a r á m e t r o s c i n é t i c o s d i s t i n t o s a l o s 

e s t a b l e c i d o s p a r a l a e n z i m a a d u l t a . E s t a m o s 

i n t e r e s a d o s p o r l o t a n t o , e n e s t u d i a r a s p e c t o s 

e s t r u c t u r a l e s y f u n c i o n a l e s d e l a AChE d u r a n t e e l 

d e s a r r o l l o d e m a m í f e r o s . P a r a e l l o s e a n a l i z a r á s u 

e x p r e s i ó n y e n s a m b l a j e d u r a n t e e l d e s a r r o l l o in vivo 

e in vitro u t i l i z a n d o c u l t i v o s p r i m a r i o s d e n e u r o n a s 

y l a e x p r e s i ó n d e mRNAs d e o r i g e n c e r e b r a l e n o o c i t o s 

d e X. laevis. A s i m i s m o , s e r e a l i z a r á u n e s t u d i o d e 

l o s p a r á m e t r o s c i n é t i c o s d e c a d a u n a d e l a s f o r m a s 

m o l e c u l a r e s d e l a AChE i n v o l u c r a d a s e n l a b i o s í n t e s i s 

d e l a f o r m a t e t r a m é r i c a , f r e n t e a d i s t i n t o s t i p o s d e 

i n h i b i d o r e s . Hemos c o m e n z a d o e s t o s e s t u d i o s 

i d e n t i f i c a n d o e l d o m i n i o d e i n t e r a c c i ó n d e l a AChE 

c o n l a membrana p l a s m á t i c a . En e s t a p r e s e n t a c i ó n se 

d i s c u t i r á n l o s e x p e r i m e n t o s p r e l i m i n a r e s s o b r e l a 

i n t e r a c c i ó n d e l a AChE c o n l i p o s o m a s d e d i s t i n t a 

c o m p o s i c i ó n y e l c o m p o r t a m i e n t o q u e p r e s e n t a l a 

e n z i m a f r e n t e a d i s t i n t o s t i p o s d e i n h i b i d o r e s . 

F i n a n c i a d o p o r FONDECYT 0 6 5 1 / 9 1 . * B e c a r i o CONICYT. 

ONTOGENIA DE LA ACETILCOLINESTERASA EN Concholepas 
concholepas ( A c e t y l c h o l i n e s t e r a s e o n t o g e n y i n 

Concholepas concholepas). Campos E.O., R o d r í g u e z S . e 
I n e s t r o s a N . C . D e p a r t a m e n t o d e B i o l o g í a C e l u l a r y 

M o l e c u l a r , F a c u l t a d d e C i e n c i a s B i o l ó g i c a s , P o n t i f i c i a 

U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a d e C h i l e , S a n t i a g o . 

L a a c e t i l c o l i n e s t e r a s a (AChE) e s l a e n z i m a q u e 

d e g r a d a a l a a c e t i l c o l i n a e n l a s i n a p s i s c o l i n é r g i c a . 

Hemos e s t u d i a d o e s t a e n z i m a d u r a n t e e l d e s a r r o l l o d e l 

m u r í c i d o C. concholepas, e t a p a l a r v a l , m e t a m o r f o s i s , 

e s t a d o j u v e n i l y f i n a l m e n t e e s t a d o a d u l t o . P a r a e l l o 

s e h a n a n a l i z a d o t a n t o l a AChE como l a 

b u t i r i l c o l i n e s t e r a s a (BuChE) e n g e l e s d e 

p o l i a c r i l a m i d a n o - d e n a t u r a n t e s y g r a d i e n t e s d e 

s a c a r o s a . 

N u e s t r o s r e s u l t a d o s i n d i c a n q u e d u r a n t e e l 

d e s a r r o l l o d e e s t e m o l u s c o l a a c t i v i d a d d e l a AChE 

a u m e n t a 2 0 0 0 v e c e s d e s d e h u e v o a j u v e n i l ; q u e e x i s t e 

u n a r e l a c i ó n i n v e r s a e n t r e l a s a c t i v i d a d e s d e l a AChE 

y d e l a BuChE ( 0 , 3 e n h u e v o s a 2 , 5 e n r e c l u t a s ) ; q u e 

d e l a BuChE e x i s t e n e n e l c o m i e n z o d e l d e s a r r o l l o l a s 

f o r m a s G2 y G4 y l u e g o s o l o p e r m a n e c e e n e l j u v e n i l l a 

f o r m a G 2 ; q u e d e l a AChE e n u n c o m i e n z o e s t á p r e s e n t e 

s ó l o l a f o r m a m o l e c u l a r G2 y p o s t e r i o r m e n t e a p a r e c e 

u n a s e g u n d a f o r m a (G4) l a q u e e s i n d u c i d a l u e g o d e l a 

m e t a m o r f o s i s , p a t r ó n q u e s e m a n t i e n e e n j u v e n i l e s . 

E s t o s r e s u l t a d o s h a n p e r m i t i d o e s t a b l e c e r e l p a t r ó n 

d e l a o n t o g e n i a d e l a AChE e n C. concholepas, 

i n c l u y e n d o e l h a l l a z g o d e c a m b i o s s i g n i f i c a t i v o s e n l a 

a c t i v i d a d , e n l a s r a z o n e s AChE/BuChE y e n l a s f o r m a s 

m o l e c u l a r e s d e l a e n z i m a . 

P R E S E N C I A D E L A A C T I V I D A D A C E T I L C o A H I D R O L A S A E N 
P E R O X I S O M A S D E H I G A D O D E R A T A . (The presence o f acetyl 
C o A hydrolase act iv i ty i n rat l ive r peroxisomes). Herrera . R. y 
Le igh ton . F. Lab . de C i t o l o g í a B i o q u í m i c a y L í p i d o s , P.Universidad 
Ca tó l i ca de Chi le . 

En m a m í f e r o s la enzima responsable de la g e n e r a c i ó n de acetato 
a part ir de acetil C o A es la acetil C o A hidrolasa, descrita en mitocondria 
y en citosol . En este trabajo informamos la presencia de la actividad 
acetil C o A hidrolasa en peroxisoma de h í g a d o de rata. 

L a loca l i zac ión de esta enzima en peroxisoma se basa en la 
d i s t r i buc ión de la actividad d e s p u é s del fraccionamiento subcelular del 
homogeneizado de h í g a d o de rata. Los resultados conf i rman que esta 
actividad se encuentra presente en mi tocondr ia y en la f r acc ión c i tosól ica . 
La acetil C o A hidrolasa m o s t r ó ser sensible a n u c l e ó t i d o s , siendo las 
enzimas peroxisomal y c i to só l i ca activadas por A T P y la hidrolasa 
mitocondria l inhibida . 

Ciprof ibra to , un prol i ferador peroxisomal , indujo la actividad 
hidrolasa cuatro veces. Este efecto se o b s e r v ó en homogeneizados de 
h í g a d o , en la f racc ión r ica en peroxisomas y en peroxisomas purificados 
por gradientes de densidad. En el grupo de ratas alimentadas con la 
droga, la actividad acetil C o A hidrolasa c i t o s ó l i c a se encuentra aumentada 
con respecto al grupo cont ro l . 

A l medir la actividad hidrolasa en los homogeneizados de h ígado 
de rata control a 4 ° C y a 2 0 ° C , en presencia de A T P , se e n c o n t r ó que 
la actividad es mayor a 2 0 ° C . E n ratas tratadas con ciprof ibrato no se 
o b s e r v ó cambio en la actividad de esta enzima a esas temperaturas. 

E n este estudio se presentan resultados que sugieren que la acetil 
C o A hidrolasa que hemos detectado en peroxisomas es una enzima 
inducible y que presenta ca r ac t e r í s t i c a s similares a la c i t o só l i ca en su 
respuesta a A T P y termo sensibil idad. 
(Financ. Fondecyt 017/93 y Juvenile Diabetes Foundat ion International) 
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E V A L U A C I O N D E N O V E D O S O S F A C T O R E S D E R I E S G O 
A T E R O G E N I C O E N H O M B R E S C O N D I A G N O S I S 
A N G I O G R A F I C A Y C O L E S T E R O L P L A S M A T I C O M E N O R D E 
240 m g / d l . (Evaluat ion o f novel atherogenesis r isk factors in men wi th 
angiographic diagnosis and less than 240 m g / d l plasma cholesterol). 
Le ighton . F . . Ar teaga ,A. , Guasch ,V. , C a t a l á n , L . , M a r t í n e z , A . , 
Po l lak ,F . , A c o s t a , A . M . , M i q u e l , A . , Ro ja s ,L . , C a s t r o , C , Solis de 
Ovando,F. , Bar r iga ,C. L a b . C i t o l o g í a B i o q u í m i c a y L í p i d o s , Fac.Ciencias 
B io lóg i ca s , L a b . N u t r i c i ó n y L a b . C a r d i o l o g í a , Fac .Medic ina , Universidad 
Ca tó l i ca de Chi le . 

De 1836 sujetos sometidos a a n g i o g r a f í a coronaria, se 
seleccionaron 8 1 : hombres, no d i a b é t i c o s , s in enfermedades agudas o 
c r ó n i c a s , sin tratamiento con drogas n i cambios recientes en el estilo de 
vida, con edad entre 35-65 a ñ o s y colesterol total en el plasma menor de 
240 m g / d l . E l grado de aterosclerosis coronaria fue cuan t i f í cado según 
Gensini. Lesiones coronarias se encontraron en 50 de los 81 sujetos. Se 
realizaron 95 mediciones, incluyendo factores de riesgos conocidos, 
presuntivos y posibles. L a e v a l u a c i ó n e s t a d í s t i c a de los datos inc luyó 
anál is i s univariado y r e g r e s i ó n log í s t i ca stepwise. Los dos grupos no 
mostraron diferencias en edad, í n d i c e de masa corporal , p res ión 
s a n g u í n e a y h á b i t o s de fumar. Tampoco hubo diferencias en los niveles 
p l a s m á t i c o s de insulina, t r i g l i c é r i d o s , colesterol L D L y tota l , apo A l , apo 
B , Lp(a ) , y C E T A . En el grupo de arteroesclerosis; colesterol H D L fue 
más bajo, 33.7 vs 39.7 mg/d l (p = 0 .013); la r a z ó n colesterol t o t a l / H D L 
fue m á s alta, 6.41 vs 5.27 ( p = 0 . 0 0 5 ) ; la r a z ó n a p o B / a p o A l m á s alta, 1.0 
vs 0.87. Se r ea l i zó la e v a l u a c i ó n de otros posibles factores de riesgo 
como ác idos grasos de plasma y R B C , D M A de p l a s m a l ó g e n o s , 
antioxidantes liposolubles e hidrosolubles, grupos S H , ceruloplasmina, 
f ierro p l a s m á t i c o , capacidad de uni r f ier ro en el plasma y ferr i t ina . Las 
diferencias es tad í s t i cas m á s notables observadas en el grupo con 
arteroesclerosis coronaria fueron: H D L d isminuida , capacidad para unir 
f ierro en el plasma aumentada, m á s 16: l w 7 en plasma, menos 18: l w 9 en 
el plasma, r a z ó n p l a smá t i ca 18: l w 9 / 1 8 : l w 7 d isminuida (descrito en la 
inh ib ic ión de la delta-9 desaturasa en ratas), 22 :5w3 del plasma 
disminuido , y 18:3w6 de g l ó b u l o rojo aumentado. Estos resultados 
confirman, para este grupo de hombres, el ro l "protec t ivo" de colesterol-
H D L y sugiere un ro l para la delta-9 desaturasa, no as í para fierro 
p l a smá t i co en a t e r o g é n e s i s . (Financ.Fondecyt 732/91 y 98/92) . 

H I D R O L A S A D E E S T E R E S D E L C O E N Z I M O A C O N C A R C I 

N O G E N O S N O G E N O T O X I C O S . D I S T R I B U C I O N S U B C E L U -

L A R E N E S P E C I E S Q U E R E S P O N D E N A P R O L I F E R A C I O N 

P E R O X I S O M A L Y Q U E N O L O H A C E N . ( H y d r o l a s e a c t i v i t y o n 

n o n g e n o t o x i c carc inogens acy l - coenzyme A esters. SubcelluJar d is -

t r i b u t i o n i n p e r o x i s o m a l p r o l i f e r a t i o n - i n d u c i b l e a n o n i n d u c i b l e spe-

cies) U r r e a . R . . y B r o n f m a n . M . D e p a r t a m e n t o de B i o l o g í a Ce lu l a r y 

M o l e c u l a r , Fac. Ciencias B i o l ó g i c a s , P . U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a de Chi le . 

E x i s t e una amp l i a va r i edad de x e n o b i ó t i c o s c o n a c t i v i d a d c a r c i -

n o g é n i c a n o g e n o t ó x i c a q u e inducen u n a serie de efectos m e t a b ó l i c o s 

en animales de e x p e r i m e n t a c i ó n , los que i n c l u y e n p r o l i f e r a c i ó n p e r o 

x i s o m a l . D a d o que la p r o l i f e r a c i ó n p e r o x i s o m a l i n d u c i d a p o r estos 

compues tos , es u n f e n ó m e n o especie e s p e c í f i c o , exis te i n t e r é s en 

evaluar los efectos de estas drogas en especies en que n o hay i n d u c 

c i ó n p e r o x i s o m a l , ent re ellas la humana , c o n el f i n de evaluar e l riesgo 

de e x p o s i c i ó n a estos x e n o b i ó t i c o s que i nc luyen diversas drogas , 

plast if icantes, a g r o q u í m i c o s y o t r o s contaminantes ambientales . E n 

nues t ro l a b o r a t o r i o hemos demos t r ado que estos c o m p u e s t o s son 

b io t r ans fo rmados p o r la c é l u l a en t i o é s t e r e s de l c o e n z i m o A ( a c i l -

C o A s ) y hemos p o s t u l a d o que son estos der ivados lo s f a r m a c o l ó g i 

camente ac t ivos . Es tos x e n o b i ó t i c o s - C o A son f o r m a d o s p o r especies 

que responden c o n p r o l i f e r a c i ó n p e r o x i s o m a l ( r a t a ) y especies que n o 

responden ( cuy , humanos ) . D a d o que los niveles in t race lu lares de es

tos compues tos dependen t an to de la v e l o c i d a d de s í n t e s i s c o m o de la 

v e l o c i d a d de d e g r a d a c i ó n , en este t raba jo hemos inves t igado la l o c a l i 

z a c i ó n subcelular y a c t i v i d a d de la h id ro lasa de x e n o b i ó t i c o s - C o A 

u t i l i z ando c o m o m o d e l o c i p r o f i b r o i l - C o A . Se i n v e s t i g ó a d e m á s la ac

t i v i d a d y l o c a l i z a c i ó n subcelular de la enz ima en ratas y c u y t ra tados 

c o n la d roga , y a que se ha descr i to que la enzima, u t i l i z a n d o p a l m i -

t o i l - C o A c o m o sustra to , s e r í a induc ib le . L o s resul tados sugieren que 

la d i s t r i b u c i ó n subcelular n o cambia rad ica lmente de una especie a la 

o t ra , ex is t iendo en ambas especies u n a u m e n t o de la a c t i v i d a d en los 

animales t ra tados (F inanc iado : F o n d e c y t 8 0 0 / 9 2 ) 

M E C A N I S M O D E I N H I B I C I O N D E P R O T E I N A Q U I N A S A C 

P O R P A L M T T O I L - C A R N I T I N A ( M e c h a n i s m o f P r o t e i n K i n a s e C 

i n h i b i t i o n b y p a l m i t o y l - c a r n i t i n e ) H i d a l g o . P . . C á r d e n a s X . M o r a l e s , 

M . N . . v B r o n f m a n . M . . D e p a r t a m e n t o de B i o l o g í a Ce lu l a r y 

M o l e c u l a r , Fac. de Ciencias . B i o l ó g i c a s , P. U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a de 

Chi le . 

L a p r o t e í n a quinasa C ( p q C ) es el p ro t agon i s t a de una de las v í a s 

de t r a n s d u c c i ó n de s e ñ a l e s celulares, que es m o d u l a d a p o r el i o n 

ca lc io , f o s f o l í p i d o s ( fos fa t id i l se r ina) y d i a c i l g l i c e r o l . L a a c t i v a c i ó n 

de la enz ima e s t á , aparentemente , l igada a su t r a n s l o c a c i ó n desde el 

c i t o s o l a la membrana . E n nues t ro l abo ra to r i o hemos descub ie r to 

o t ras m o l é c u l a s m o d u l a d o r a s de la a c t i v idad de l a p q C ; los a c i l -

C o e n z i m o s A ( a c i l - C o A ) de á c i d o s grasos de cadena l a rga los 

cuales, po tenc ian a la p q C . H e m o s t a m b i é n demos t r ado que los 

d e r i v a d o s - C o A de d iversos c a r c i n ó g e n o s n o g e n o t ó x i c o s , que se 

f o r m a n t an to in vitro c o m o in vivo, po tenc ian a la p q C de la m i s m a 

manera que sus a n á l o g o s naturales. E l mecan i smo de a c t i v a c i ó n e s t á 

basado en una d i s m i n u c i ó n de los r eque r imien tos de la enz ima p o r 

fosfat idi lser ina , i nduc ida p o r a c i l - C o A s . P o r o t r a par te , la p q C es 

i nh ib ida p o r p a l m i t o i l - c a r n i t i n a , u n o de los in t e rmed ia r ios 

m e t a b ó l i c o s que, en la c é l u l a , se encuent ran en e q u i l i b r i o c o n los 

a c i l - C o A s med ian te la a c c i ó n de las a c i l - C o A carn i t ina a c i l -

trasferasas. E n este t raba jo se e s t u d i ó el mecan i smo m o l e c u l a r de 

esta i n h i b i c i ó n , a s í c o m o la i m p o r t a n c i a del g r u p o acil de las a c i l -

carni t inas en el efecto i n h i b i t o r i o . Se e n c o n t r ó que las ac i l -carni t inas 

s ó l o afectan los r eque r imien tos de la p q C p o r fosfat idi lser ina . Se 

e n c o n t r ó a d e m á s , que para que el efecto i n h i b i t o r i o se manif ies te , el 

g r u p o aci l de la ca rn i t ina debe tener una e s t ruc tu ra h id roca rbonada 

l ineal . Es to s da tos c o m p l e m e n t a n los es tudios de a c t i v a c i ó n p o r 

a c i l - C o A . D a d o que ambos t i pos de compues tos exis ten c o m o 

in te rmedia r ios m e t a b ó l i c o s p o d r í a n pa r t i c ipa r en la r e g u l a c i ó n 

n o r m a l de la p q C in vivo (F inanc iado : P r o y e c t o F o n d e c y t 8 0 0 - 9 2 ) . 

E S T U D I O D E L A B I O S I N T E S I S Y P R O C E S A M I E N T O 
D E L M A T E R I A L S E C R E T O R I O D E L O R G A N O 
S U B C O M I S U R A L . 
(S tudy o f the b iosyn thes i s and p roces s ing o f the sec re to ry 
m a t e r i a l o f the s u b c o m m i s s u r a l o r g a n ) . N u a l a r t . F . . R o d r í g u e z . 
E . M . I n s t i t u t o de H i s t o l o g í a y P a t o l o g í a , F a c u l t a d de M e d i c i n a , 
U n i v e r s i d a d A u s t r a l de C h i l e . 

E l ó r g a n o s u b c o m i s u r a l ( O S C ) es u n a g l á n d u l a c e r e b r a l que 
s in te t iza g l i c o p r o t e i n a s , las que son l iberadas a l l í q u i d o 
c e f a l o r r a q u í d e o ( L C R ) donde se condensan f o r m a n d o una 
es t ruc tura c o n o c i d a c o m o fibra de Reissner ( F R ) . 

E x t r a c t o s de O S C y F R de b o v i n o e s t á n s iendo usados para : 
( i ) p u r i f i c a r y ca rac te r i za r e l m a t e r i a l s ec re to r io y sus 
p recursores ; ( i i ) ob tene r an t icuerpos p o l i c l o n a l e s ; ( i i i ) 
r ea l i za r mapas t r í p t i c o s de F R ; p u r i f i c a r y secuenciar a lgunos 
p é p t i d o s y ob tene r an t i cue rpos e s p e c í f i c o s con t r a e l l o s ; 
( i v ) es tud ia r l a b i o s í n t e s i s d e l m a t e r i a l sec re tor io en 
explantes de O S C de b o v i n o y en o o c i t o s de X e n o p u s l aev i s 
m i c r o i n y e c t a d o s c o n m R N A s p u r i f i c a d o s de O S C . 

E l uso de d i fe ren tes sueros c o n t r a e l m a t e r i a l sec re to r io 
de l O S C sugiere l a ex i s t enc ia de dos precursores de 5 4 0 k D a 
y 3 2 0 k D a . Estas m o l é c u l a s s e r í a n procesadas y l iberadas a l 
L C R pa ra f o r m a r la F R , l a cua l e s t a r í a c o n s t i t u i d a a l menos 
p o r 8 p o l i p é p t i d o s N - g l i c o s i l a d o s , s i endo e l m á s cons tante 
una m o l é c u l a de M r aparente de 4 5 0 K d a ; estos p o l i p é p t i d o s 
f o r m a r í a n u n c o m p l e j o de m a y o r M r , e s tab i l i zado a t r a v é s de 
puentes d i s ú l f u r o s . L o s resul tados ob t en idos en c u l t i v o s de 
explantes de O S C sug ie ren que pa r t e d e l m a t e r i a l sec re to r io 
pe rmanece s o l u b l e en e l m e d i o a l c u a l es l i b e r a d o y este s e r í a 
d i fe ren te a l que c o n s t i t u y e la F R . 

A c t u a l m e n t e se e s t á r e a l i z a n d o l a e x t r a c c i ó n y p u r i f i c a c i ó n 
de m R N A de O S C , s í n t e s i s en usado de r e t i c u l o c i t o s y s í n t e s i s 
de c D N A . 

F i n a n c i a d o p o r P r o y e c t o s F o n d e c y t 9 1 - 0 9 9 6 y 1930398 y p o r D i r . 
I n v e s t i g a c i ó n y D e s a r r o l l o P r o y . 5 -92-03 U . A . C h . 
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I D E N T I F I C A C I O N DE U N A G L I C O P R O T E I N A C A N A L I C U L A R 

A S O C I A D A A L T R A N S P O R T A D O R V E S I C U L A R DE L I P I D O S 

B I L I A R E S . ( I d e n t i f i c a t i o n o f a c a n a l i c u l a r g l y c o p r o t e i n 

a s s o c i a t e d t o v e s i c u l a r b i l i a r y l i p i d c a r r i e r ) . N ú ñ e z . L . 

A m i g o . L . R i g o t t i . A . . P u g l i e l l i . L. y N e r v i . F. D e p t o G a s t r o -

e n t e r o l o g í a , F a c u 1 t a d d e M e d i c i n a , P. U n i v . C a t ó l i c a d e C h i l e . 

E l c o l e s t e r o l b i l i a r s e t r a n s p o r t a e n m i c e l a s m i x t a s ( f o s -

f o l í p i d o s , s a l e s b i l i a r e s ) y l a m a y o r p a r t e e n f o r m a d e v e 

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

c u l a s e x i s t e n g l i c o p r o t e í n a s h i d r o f ó b i c a s d e 6 2 , 8 6 , 1 1 4 y 

1 3 0 k D a . A l g u n a s d e e s t a s g l i c o p r o t e í n a s p o d r í a n s e r v i r 

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

p r e c u r s o r v e s i c u l a r . R e s u l t a d o s p r e v i o s m e d i a n t e i n m u n o -

c i t o q u í m i c a y w e s t e r n b l o t i n d i c a n q u e e l a n t i c u e r p o 

p r e p a r a d o c o n t r a l a g p 1 3 0 k D a d a u n a m a r c a c i ó n e s p e c í f i c a 

e n l a m e m b r a n a c a n a l i c u l a r d e l h e p a t o c i t o . P o r e s t a r a z ó n 

s e i d e n t i f i c ó l a g p 1 3 0 m e d i a n t e s e c u e n c i a c i ó n a m i n o -

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

p o n d e a l a e n z i m a l e u c i n a a m i n o p e p t i d a s a ( L A P ) , l a q u e s e 

u b i c a c o m o p r o t e í n a d e t r a n s m e m b r a n a e n e l d o m i n i o 

c a n a l i c u l a r d e l h e p a t o c i t o . A l s e p a r a r l a f r a c c i ó n m i c e l a r 

d e l a v e s i c u l a r , m e d i a n t e u l t r a c e n t r i f u g a c i ó n d e b i l i s 

n a t i v a y f i l t r a c i ó n e n c o l u m n a s , s e e n c o n t r ó u n 5 0 - 7 0 % d e 

L A P y d e s u a c t i v i d a d e n z i m á t i c a e n l a s v e s í c u l a s . L a 

e x i s t e n c i a d e e s t a e n z i m a a c t i v a y l a p r e s e n c i a d e s u 

e x t r e m o a m i n o t e r m i n a l c i t o p l á s m i c o i n d i c a n q u e L A P e s 

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

s u g i e r e n q u e e l p r e c u r s o r v e s i c u l a r d e l o s l í p i d o s b i l i a r e s 

s e o r i g i n a r í a e n e l i n t e r i o r d e l h e p a t o c i t o , l l e g a n d o a l a 

m e m b r a n a c a n a l i c u l a r s e f u s i o n a r í a a e l l a y p o r u n p r o c e s o 

d e y e m a c i ó n se l i b e r a a l c a n a l í c u l o b i l i a r l l e v a n d o c o n s i g o 

a l a e n z i m a L A P . (fondecyt 0833/90) 

EFECTO D E SALES B I L I A R E S D E D I F E R E N T E H I D R O F O B I C I D A D 
S O B R E P R O T E I N A S D E M E M B R A N A E N L A C O L E S T A S I A 
H E P A T O C E L U L A R . ( E f f e c t o f b i l e s a l t s o f d i f f e r e n t 
h y d r o f o b i c i t y o n m e m b r a n e p r o t e i n s i n h e p a t o c e l l u l a r 
c h o l e s t a s i s ) F i g u e r o a C . P i z a r r o M . , S o l i s N . y A c c a t i n o L . 
D e p t o . G a s t r o e n t e r o l o g í a . F a c u l t a d d e M e d i c i n a . 
P . U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a d e C h i l e . ( P a t r o c i n i o : A m i g o L . ) . 

Las sales b i l i a r e s (SB) , d e p e n d i e n d o d e s u h i d r o f o b i c i d a d , 
p u e d e n s o l u b i l i z a r p r o t e í n a s i n t e g r a l e s c o m o e c t o e n z i m a s , 
v i n c u l a d a s a p r o c e s o s d e c o n s e r v a c i ó n d e s o l u t o s , d e s d e l a 
m e m b r a n a a p i c a l d e l h e p a t o c i t o ; se d e s c o n o c e s i e s t e p r o c e s o 
t i e n e u n r o l p a t o g é n i c o e n l a i n s u f i c i e n c i a s e c r e t o r a 
h e p á t i c a ( c o l e s t a s i a ) . Se e s t u d i ó l a a c c i ó n d e SB d e d i f e r e n t e 
h i d r o f o b i c i d a d : t a u r o u r s o d e o x i c o l a t o ( T U D C ) < t a u r o c o l a t o ( T C ) 
< t a u r o q u e n o d e o x i c o l a t o ( T Q D C ) , s o b r e l a s e c r e c i ó n b i l i a r d e 
l a s e c t o e n z i m a s d e l a m e m b r a n a c a n a l i c u l a r , f o s f a t a s a 
a l c a l i n a ( F A ) y Y > - g l u t a m i l t r a n s p e p t i d a s a ( G G T ) , e n r a t a s 
c o n t r o l e s y c o n c o l e s t a s i a p r o v o c a d a p o r e t i n i l e s t r a d i o l . C o n 
l a t é c n i c a d e l h í g a d o a i s l a d o y p e r f u n d i d o , e n a m b o s g r u p o s 
d e a n i m a l e s se i n f u n d i e r o n c a n t i d a d e s c r e c i e n t e s d e T U D C , 
T C y T Q D C . L a s e c r e c i ó n b i l i a r d e F A y G G T se c o r r e l a c i o n ó e n 
f o r m a l i n e a l c o n l a s e c r e c i ó n d e SB. S o b r e e s t a b a s e , l a 
s e c r e c i ó n m á x i m a d e F A p o r n m o l d e SB e x c r e t a d a e n e l 
g r u p o c o n t r o l p a r a T U D C , T C y T Q D C f u e : 0 . 0 0 3 , 0 . 0 2 y 0 . 0 9 , 
r e s p e c t i v a m e n t e . E n e l g r u p o c o l e s t á s i c o , e s t o s v a l o r e s 
f u e r o n : 0 . 0 0 6 , 0 . 1 3 y 0 . 2 9 . A l i n f u n d i r l a s m i s m a s SB, l o s 
v a l o r e s p a r a G G T e n e l g r u p o c o n t r o l f u e r o n : 0 . 0 3 , 0 . 1 9 y 0 . 7 4 
y e n l o s t r a t a d o s : 0 . 0 3 , 0 .8 y 1 .17. L a s e c r e c i ó n b i l i a r d e estas 
e n z i m a s e n l a c o l e s t a s i a f u e m a y o r c o n T Q D C y T C , r e s p e c t o a l 
g r u p o c o n t r o l ; e n c a m b i o , c o n T U D C ( l a SB m á s h i d r o f í l i c a 
u t i l i z a d a ) n o h u b o d i f e r e n c i a s e n t r e a m b o s g r u p o s . T a n t o e n 
c o n t r o l e s c o m o e n t r a t a d a s l a m a y o r e x c r e c i ó n p o r n m o l d e 
SB p a r a a m b a s e n z i m a s se e n c o n t r ó a l i n f u n d i r T Q D C , l a SB 
m á s h i d r o f ó b i c a . E n c o n c l u s i ó n , e n r a t a s c o n c o l e s t a s i a p o r 
e t i n i l e s t r a d i o l h a y u n a m a y o r l a b i l i d a d d e e s t a s p r o t e í n a s 
i n t e g r a l e s d e l a m e m b r a n a a p i c a l d e l h e p a t o c i t o a l a a c c i ó n 
s o l u b i l i z a d o r a d e SB h i d r o f ó b i c a s c o m o T Q D C o T C . E n c a m b i o , 
T U D C q u e n o m o d i f i c a l a e x c r e c i ó n b i l i a r d e e n z i m a s , t e n d r í a 
u n e f e c t o p r o t e c t o r e n l a c o l e s t a s i a h e p a t o c e l u l a r . 
( P r o y e c t o F O N D E C Y T 7 3 9 / 9 2 ) 

L O C A L I Z A C I O N DE PROTEINAS DE MEMBRANA PEROXISOMAL Y 
LISOSOMAL EN AFECCIONES GENETICAS HUMANAS DE L A 
BIOGENESIS PEROXISOMAL ( L o c a l i z a r i o n o f p e r o x i s o m a l 
a n d l y s o s o m a l membrane p r o t e i n s i n human g e n e t i c 
d i s o r d e r s o f p e r o x i s o m e b i o g é n e s i s ) M . E . Kanada y 
S a n t o s . M . J . D e p a r t a m e n t o B i o l o g í a C e l u l a r y 
M o l e c u l a r , P . U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a d e C h i l e . 

E l p r o t o t i p o d e a f e c c i ó n g e n é t i c a humana q u e 
i n v o l u c r a l a b i o g é n e s i s d e l o s p e r o x i s o m a s e s e l 
S i n d r o m e d e Z e l l w e g e r ( S Z ) . E x i s t e u n a g r a n 
h e t e r o g e n e i d a d g e n é t i c a e n e s t e s i n d r o m e , h a b i é n d o s e 
d e s c r i t o m á s d e 6 g r u p o s d e c o m p l e m e n t a c i ó n d i s t i n t o s . 
N o s o t r a s d e s c r i b i m o s l a p r e s e n c i a d e f a n t a s m a s d e 
membranas p e r o x i s o m a l e s ( " p e r o x i s o m a s v a c í o s " ) e n 
c é l u l a s SZ d e u n g r u p o d e c o m p l e m e n t a c i ó n . E s t o s 
f a n t a s m a s n o c o l o c a l i z a b a n c o n l i s o s o m a s ( S a n t o s e t 
a l . , S c i e n c e 2 3 9 : 1 5 3 6 , 1 9 8 8 ) . E l l o n o s p e r m i t i ó 
s u g e r i r q u e en e s t a s c é l u l a s , n o ocurría u n a r e m o c i ó n 
a c e l e r a d a d e l o s p e r o x i s o m a s m a l f o r m a d o s p o r e l 
s i s t e m a a u t o f a g o c í t i c o c e l u l a r . R e c i e n t e m e n t e , 
a n a l i z a n d o c é l u l a s SZ d e u n g r u p o d e c o m p l e m e n t a c i ó n 
d i f e r e n t e , s e ha s u g e r i d o l a p r e s e n c i a d e u n 
p o r c e n t a j e s i g n i f i c a t i v o d e f a n t a s m a s p e r o x i s o m a l e s e n 
v a c u o l a s a u t o f a g o c í t i c a s ( H e i k o o p e t a l . , E u r . J . C e l l 
B i o l . 5 7 : 1 6 5 , 1 9 9 2 ) . 

Con e l f i n d e e v a l u a r l a l o c a l i z a c i ó n c e l u l a r d e 
a n t í g e n o s p e r o x i s o m a l e s y l i s o s o m a l e s e n c é l u l a s SZ d e 
l o s d i s t i n t o s g r u p o s d e c o m p l e m e n t a c i ó n d e s c r i t o s , 
r e a l i z a m o s d o b l e i n m u n o f l u o r e s c e n c í a i n d i r e c t a c o n 
a n t i c u e r p o s p o l i c l o n a l e s c o n t r a l a s p r o t e í n a s d e 
membrana p e r o x i s o m a l y a n t i c u e r p o s m o n o c l o n a l e s c o n t r a 
u n a p r o t e í n a d e membrana l i s o s o m a l . U t i l i z a m o s 
s e g u n d o s a n t i c u e r p o s m a r c a d o s c o n f l u o r e s c e í n a y c o n 
T e x a s - R e d . L o s r e s u l t a d o s m u e s t r a n q u e e n l a s 
d i s t i n t a s c é l u l a s a n a l i z a d a s , en c o n d i c i o n e s b á s a l e s 
( s i n p e r t u r b a r s u a u t o f a g o c i t o s i s n o r m a l ) , l a m a y o r í a 
d e l a s p r o t e í n a s d e membrana p e r o x i s o m a l n o 
c o l o c a l i z a n c o n l a s p r o t e í n a s d e membrana l i s o s o m a l . 
F i n a n c i a d o p a r c i a l m e n t e p o r FONDECYT 8 2 4 / 9 2 

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

T . c r u z i e s e l a g e n t e e t i o l ó g i c o d e u n a d e l a s 
m a s i m p o r t a n t e s e n f e r m e d a d e s p a r a s i t a r i a s q u e 
a f e c t a n e l c o n t i n e n t e a m e r i c a n o . E l e s t u d i o d e 
l a m a q u i n a r i a r e p l i c a t i v a d e l p a r á s i t o p o d r i a 
a p o r t a r i m p o r t a n t e s a n t e c e d e n t e s e n l a b ú s q u e d a 
d e n u e v o s b l a n c o s q u i m i o t e r a p é u t i c o s . E n e s t e 
t r a b a j o s e p r e s e n t a l a p u r i f i c a c i ó n y c a r a c t e 
r i z a c i ó n b i o q u í m i c a d e t r e s DNA p o l i m e r a s a s 
p r o c e d e n t e s d e l a f o r m a p r o l i f e r a t i v a e p i m a s t i -
g o t e , l a s c u a l e s s e d e n o m i n a r o n DNA p o l i m e r a s a s 
A , B y C . L a p r i m e r a d e e s t a s e n z i m a s f u e e x t e n 
s a m e n t e p u r i f i c a d a o b t e n i é n d o s e u n a p r e p a r a c i ó n 
d e a l t a a c t i v i d a d e s p e c i f i c a y q u e , a l s e r a -
n a l i z a d a e n g e l e s d e p o l i a c r i l a m i d a e n c o n d i 
c i o n e s d e n a t u r a n t e s , p r e s e n t a b a n d a s d e p r o t e 
í n a s d e p e s o m o l e c u l a r a p r o x i m a d o 4 5 0 0 0 , 3 2 
0 0 0 y 3 0 0 0 0 . E s t u d i o s d e s e d i m e n t a c i ó n e n g r a 
d i e n t e s d e g l i c e r o l , a n á l i s i s d e p e r f i l e s e l e c -
t r o f o r é t i c o s y e s t u d i o s d e d e t e c c i ó n d e a c t i v i 
d a d DNA p o l i m e r á s i c a " i n s i t u " m o s t r a r o n q u e 
l a DNA p o l y m e r a s a A c o r r e s p o n d e r í a a l a b a n d a 
d e 4 5 0 0 0 . P a r a a n a l i z a r e l p a p e l f u n c i o n a l d e 
e s t a e n z i m a e n e l p a r á s i t o y s u r e l a c i ó n c o n 
l a s o t r a s DNA p o l i m e r a s a s a i s l a d a s , s e p r o c e 
d i ó a l a o b t e n c i ó n d e a n t i c u e r p o s e n c o n t r a d e 
l a DNA p o l i m e r a s a A . L o s r e s u l t a d o s d e " W e s 
t e r n b l o t t i n g " e i n m u n o p r e c i p i t a c i ó n a p o y a n l a 
i d e a q u e e s t a e n z i m a s e r i a u n a e n t i d a d m o l e c u 
l a r d i f e r e n t e d e l a s o t r a s DNA p o l i m e r a s a s p u 
r i f i c a d a s . P o r o t r o l a d o , l o s a n á l i s i s d e " W e s 
t e r n b l o t t i n g " r e v e l a n q u e l a DNA p o l i m e r a s a A 
t a m b i é n e s t a r l a p r e s e n t e e n l a f o r m a n o p r o l i -
f e r a t i v a t r i p o m a s t i g o t e d e l p a r á s i t o . 

F i n a n c i a d o p o r D T I ( D e p a r t a m e n t o T é c n i c o d e 
i n v e s t i g a c i ó n , U . d e C h i l e ) y P R Y E C . F O N D E C Y T 
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C A M B I O S EN E L C O N T E N I D O DE P R O T E I N A S Y L I P I D O S 
D U R A N T E L A G E R M I N A C I O N DE S E M I L L A S DE A . C A V E N 
( M O L L ) . ( A . c a v e n ( M o l í ) s e e d s : c h a n g e s i n t h e 
p r o t e i n a n d l i p i d c o n t e n í d u r i n - g - . g e r m i n a t i o n ) . 
• O ' R e i 1 l y S . , + P a l m a B . , * E r a z o S . , * R o b l e d o M . 
y + + M e n e s e s P . * I n s t i t u t o s d e Q u í m i c a y d e 
+ B i o l o g í a , U n i v e s i d a d C a t ó l i c a d e V a l p a r a í s o , 
+ + M . R . L a b . , M i d w e s t e r n U n i v e r s i t y , C h i c a g o . 
( P a t r o c i n i o : R e y e s , J . ) 

A c a c i a c a v e n o e s p i n o , l e g u m i n o s a a m p 1 i a m e n 
t é d i s t r i b u i d a e n t r e l o s r i o s E l q u i y B i o - B i o , 
p r e s e n t a g r a n r e s i s t e n c i a a l a s e q u í a y a l a 
s a l i n i d a d d e l s u e l o , p o r l o q u e e s p o t e n e i a I m e n t e 
u n e l e m e n t o r e f o r e s t a d o r a n t e e l e m p o b r e c i m i e n t o 
d e l a v e g e t a c i ó n n a t u r a l . E s a d e m á s , u n e l e m e n t o 
e n e r g é t i c o y c o m p l e m e n t o a l i m e n t i c i o p a r a e l 
g a n a d o e n p o b l a c i o n e s r u r a l e s . 

D a d a l a v a r i e d a d d e a m b i e n t e s q u e t o l e r a e s 
i m p o r t a n t e c o n o c e r e l d e s d o b l a m i e n t o d e m a t e r i a 
l e s d e r e s e r v a d u r a n t e l o s p r i m e r o s d í a s d e 
g e r m i n a c i ó n . L a s s e m i l l a s d e A . c a v e n f u e r o n 
r e c o l e c t a d a s e n l a z o n a d e L i m a c h e ( V R e g i ó n ) . 

L o s r e s u l t a d o s , e x p r e s a d o s p o r p a r d e c o t i 
l e d o n e s , m u e s t r a n e n t r e l o s 0 y 7 d í a s d e g e r m i 
n a c i ó n , u n a d i s m i n u c i ó n d e l c o n t e n i d o p r o t e i c o 
( d í a 0 = 2 4 , 7 5 m g r , d í a 7 = 1 0 , 4 1 m g r ) , a c o m p a ñ a d a 
d e u n a u m e n t o d e p r o t e í n a s s o l u b l e s . D u r a n t e e s t e 
p e r í o d o d i s m i n u y e e l n i t r ó g e n o t o t a l ( d í a 0 = 
4 , 7 3 m g r , d í a = 3 , 3 2 m g r ) y a u m e n t a e l n i t r ó g e n o n o 
p r o t e i c o ( d í a 0 = 0 , 7 7 m g r , d í a 7 = l , 6 5 m g r ) . L o 
a n t e r i o r i m p l i c a h i d r ó l i s i s p r o t e i c a y p o s i b l e 
m o v i l i z a c i ó n d e l o s p r o d u c t o s d e s d e l o s c o t i l e d o 
n e s a l e j e e n c r e c i m i e n t o . E n l a s s e m i l l a s d o r -
m a n t e s s e e n c u e n t r a n l o s á c i d o s l i n o l e i c o 4 4 , 6 % , 
o l e i c o 3 1 , 0 % , e s t e á r i c o 1 1 , 3 % y p a l m í t i c o 1 3 , 2 % ; 
l a d i s t r i b u c i ó n a l s é p t i m o d í a e s 5 6 , 8 % , 2 4 , 0 % , 
6 , 8 % y 10% r e s p e c t i v a m e n t e . L a p é r d i d a d e l í p i d o s 
( d í a 0 = 7 , 0 m g r , d í a 7 = 2 , l m g r ) y e l c a m b i o d e 
l o s p o r c e n t a j e s r e l a t i v o s d e l o s á c i d o s g r a s o s y 
d e l o s f o s f o l í p i d o s m u e s t r a n u n a p o s i b l e d e g r a d a 
c i ó n , t r a n s f o r m a c i ó n l i p í d i c a y / o m o v i l i z a c i ó n . 
F i n a n c i a d o p o r D G I , U C V . 

EVOLUCION IN VITRO DE ACTIVIDAD ENZIMATICA MEDIANTE 
M U T A G E N E S I S C O M B I N A T O R I A . (In vitro evolution of enzymatic 
activ'rty through combinatorial mutagenesis) . Osuna, J.. Flores , H . , 
Viadiu ,H . , M u n q u í a , M . E. y S o b e r ó n , X. Instituto de B i o t e c n o l o g í a , 
U N A M , Aptdo. Postal No.510-3, Cuernavaca, Mor. 6 2 2 7 1 , México . 

La uti l ización de m e t o d o l o g í a de DNA recombinante ha tenido un gran 
i n p a c t o en el estudio de la r e l ac ión e s t ruc tu ra - func ión en p r o t e í n a s . 
Dentro de los diferentes enfoques que se han desarrollado, en nuestro 
laboratorio hemos optado por el esquema de m u t a g ó n e s i s combinatoria, 
en el cual se introducen cambios s i m u l t á n e o s en varios residuos de una 
p r o t e í n a , a tasas controladas. La h i p ó t e s i s que subyace a la util ización 
de este esquema, consiste en suponer que la compleja red de 
interacciones qt ia sa establecen en los sitios activos de p r o t e í n a s 
requieren la con t r ibuc ión de varios residuos que se influyen 
mutuamente. Los mecanismos por los que el s istema inmune genera 
repertorios de sitios de c o m b i n a c i ó n y los que se observan en la 
evo luc ión de las p r o t e í n a s en general , sugieren que una misma 
arquitectura proteica es capaz de adaptarse a varias funciones y que 
estas funciones pueden aparecer a t r a v é s de variaciones en zonas 
a l e d a ñ a s en el espacio tr idimensional. 
C o m o un primer paso en la g e n e r a c i ó n de actividades novedosas, a 
partir de p r o t e í n a s naturales, hemos aplicado esquemas de m u t a g é n e s i s 
combinatoria a p r o t e í n a s modelo, tales como B-lactamase y 
endonucleasa EcoRI . Empleamos D N A s in té t i co , r e a c c i ó n en cadena 
de Polimerasa (PCR) y e l e c t r o p o r a c i ó n , para obtener bibliotecas 
mutantes con las m á x i m a s eficiencias alcanzables. Posteriormente, 
util izamos sistemas de ensayo simple o s e l e c c i ó n para detectar 
mutantes con actividades interesantes. 
En los dos sistemas estudiados, se han encontrado mutantes que 
revelan aspectos relevantes sobre la especificidad y el mecanismo de 
ca t á l i s i s y que no p o d r í a n haber sido aisladas mediante otros enfoques. 
Hemos encontrado mutaciones múl t ip les , con efectos no aditivos que 
revelan la redundancia en la d e t e r m i n a c i ó n d e la especificidad de 
EcoRI. En el caso de B-lactamasa, hemos descubierto nuevas mutantes 
activas contra cefalosporinas de 3a. g e n e r a c i ó n , a s í como variantes 
activas de residuos ca t a l í t i cos . 

EDUCACION BIOQUIMICA EN MEDICINA: DESDE UNA QUIMICA B I 0 L 0 
GICA A UNA BIOLOGIA Q U I M I C A . -

D r . A . C . F o r a d o r i - L a b . M e d i c i n a N u c i e a r - C e n t r o de D i a g -
n ó s t i c o - F a c . de M e d i c i n a P . U n i v . C a t ó l i c a - S a n t i a g o ( C h i l e ) 

La B i o q u í m i c a e n s u a c e p c i ó n v i g e n t e es u n a C i e n c i a Reduc 
c i o n i s t a de a l c a n c e s muy v a s t o s que r e q u i e r e una g r a n c a 
p a c i d a d de s í n t e s i s c u a n d o se e n f r e n t a a p r o b l e m a s c o n c r e 
t o s de l a M e d i c i n a . P o r o t r o l a d o es muy d i f í c i l m a n 
t e n e r s e a l d í a s a l v o en u n a a c t i v i d a d p u n t u a l . E s t o s dos 
a s p e c t o s h a c e n que l a D o c e n c i a de B i o q u í m i c a p a r a e l E s 
t u d i a n t e de M e d i c i n a sea u n c o n s t a n t e d e s a f í o . H a b i t u a l -
men te e l p r o c e s o e d u c a t i v o b i o q u í m i c o se i n i c i a b a a n i v e l 
d e s c r i p t i v o de l a s m o l é c u l a s m o n o m é r i c a s f u n d a m e n t a l e s pa 
r a p o s t e r i o r m e n t e e v a l u a r s u s m o d i f i c a c i o n e s , s í n t e s i s de 
p o l í m e r o s y r e g u l a c i ó n c o n é n f a s i s en l o s s i s t e m a s a u t o -
r e g u l a d o s . La i n t e g r a c i ó n de é s t a s f u n c i o n e s B i o q u í m i c a s 
h a s t a l a c é l u l a , e l t e j i d o o e l ó r g a n o se d e j a b a n a c u r 
sos p o s t e r i o r e s o l i s a y l l a n a m e n t e no se p l a n t e a b a n . En 
l a s ú l t i m a s d é c a d a s se p u b l i c a r o n m a g n i f i c a s s í n t e s i s 
d e l c o n o c i m i e n t o B i o q u í m i c a que p a r t i e n d o desde u n n i v e l 
muy q u í m i c o o f i s i c o q u í m i c o l l e g a b a n a u n a n á l i s i s c o n c e p 
t u a l de u n p r o b l e m a m é d i c o g r u e s o como e l C á n c e r Humano: 
The M o l e c u l a r B i o l o g y o f t h e gene ( W a t s o n , H o p k i n s , R o -
b e r t s , S t e i t z , W e i n e r ) 1 9 8 8 . En f o r m a s i m i l a r se p u b l i c ó 
u n e x t e n s o t r a t a d o de C i t o l o g í a f u e r t e m e n t e i m p r e g n a d o de 
B i o q u í m i c a " q u í m i c a " : The M o l e c u l a r B i o l o g y o f t h e C e . l l 
( A l b e r t s - B r a y - L e w i s - R a t t - R o b e r t s - W a t s o n ) 1 9 8 9 . La F a c u l 
t a d de M e d i c i n a de l a U . C a t ó l i c a en é s t e c o n t e x t o s o l i c i 
t ú a l a F a c . de C i e n c i a s B i o l ó g i c a s en ] 9 9 1 l a i n t e g r a -
c i ó n de l o s C u r s o s de B i o q u í m i c a y C i t o l o g í a en u n a s o l a 
a c t i v i d a d D o c e n t e . Las c a r a c t e r í s t i c a s d e l C u r s o i n t e g r a 
do a c t u a l , b a j o l a D i r e c c i ó n d e l D r . F . L e i g h t o n , s e r á n 
p r e s e n t a d o s p a r a s u d i s c u s i ó n : Se d e s t a c a e l u s o i n t e n s i 
vo de u n t e x t o i n t e g r a d o de B i o q u í m i c a y C i t o l o g í a , e l 
u s o f r e c u e n t e de l a r e s o l u c i ó n de p r o b l e m a s c u a n t i t a t i v o s 
y l a r e v i s i ó n s i s t e m á t i c a de p u b l i c a c i o n e s p e r i ó d i c a s r e -
L e v a n t e s en s u f o r m a t o o r i g i n a . A d e m á s se e s t a b l e c i ó u n 
c a l e n d a r i o de P r o f e s i o n a l e s i n v i t a d o s que e n f a t i z a r o n l a 
i n t e g r a c i ó n d e l c o n o c i m i e n t o . 

M O D I F I C A C I O N Q U I M I C A D E R E S I D U O S D E A R G I N I N A Y 
L I S I N A D E L A C A R B O X I Q U I N A S A F O S F O E N O L P I R U V I C A 
D E E ¿ . c o l i i C h e m i c a l m o d i f i c a t i o n o f a r g i n y l 
a n d l y s y l r e s i d u e s i n E . c o l i p h o s p h o e n o l p y r u _ 
v a t e c a r b o x y k i n a s e ) . 1 B a z a e s , S . , 1 S i I v a R . , 
2 G o l d i e , H . . 3 C a r d e m i 1 . E . y 3 J a b a l q u i n t o , A . M 
D e p a r t a m e n t o s d e Q u í m i c a , H J M C E , 3 U S A C H , C h i l e 
y 2 U n i v e r s i d a d d e S a s k a t c h e w a n , C a n a d á . 

E x p e r i m e n t o s p r e v i o s h a n i n d i c a d o q u e l a 
c a r b o x i q u i n a s a f o s f o e n o l p i r ú v i c a ( P E P C K ) d e E . 
c o l i a d i f e r e n c i a d e t o d a s l a s P E P C K s e s t u d i 
a d a s , n o c o n t i e n e g r u p o s s u l f h i d r i l o s r e a c t i 
v o s . C o m o p a r t e d e u n a i n v e s t i g a c i ó n d i r i g i d a 
a o b t e n e r i n f o r m a c i ó n e s t r u c t u r a l d e l a s 
P E P C K s d e p e n d i e n t e s d e A T P , s e e s t u d i a l a 
r e a c t i v i d a d d e r e s i d u o s b á s i c o s . 

L a e n z i m a e s i n a c t i v a d a p o r 2 , 3 - b u t a n o d i o n a 
y p i r e n o g l i o x a l , r e a c t i v o s d i r i g i d o s a r e s i 
d u o s d e a r g i n i n a . L o s s u s t r a t o s A D P m a s P E P e n 
p r e s e n c i a d e M n 2 * , p r o t e g e n a l a e n z i m a d e l a 
i n a c t i v a c i ó n p o r l a s d i o n a s . L a i n a c t i v a c i ó n 
c o m p l e t a d e l a e n z i m a s e c o r r e l a c i o n a c o n l a 
i n c o r p o r a c i ó n d e 1 m o l d e p i r e n o g l i o x a l p o r 
m o l d e e n z i m a . P o r o t r a p a r t e , e l p i r i d o x a l 5 -
f o s f a t o t a m b i é n p r o d u c e l a i n a c t i v a c i ó n d e l a 
e n z i m a c o n u n a e s t e q u i o m e t r i a d e 1 m o l d e 
r e a c t i v o i n c o r p o r a d o p o r m o l d e e n z i m a . L a 
i n a c t i v a c i ó n e s p r e v e n i d a p o r l o s s u s t r a t o s 
A D P o P E P e n p r e s e n c i a d e M n 2 ^ . E s t o s r e s u l 
t a d o s a p o y a n l a p r e s e n c i a d e r e s i d u o s f u n c i o 
n a l e s d e l i s i n a y a r g i n i n a e n l a P E P C K d e E . 
c o l i . 

A c t u a l m e n t e s e t r a b a j a e n l a i d e n t i f i c a c i ó n 
d e l r e s i d u o d e 1 i s i n a . r e a c t i v o . 

F i n a n c i a d o p o r D I C Y T - U S A C H , F O N D E C Y T 9 1 - 0 4 4 6 y 
D I U M C E QM 9 2 - 0 5 . 

26 

http://Ce.ll


L A L I M I T A C I O N D E F O S F A T O A F E C T A L A E X P R E S I O N 

G E N I C A G L O B A L E N Thiobacillus ferrooxidans. (Phosphate 

l i m i t a t i o n affects g l o b a l gene e x p r e s s i o n i n Thiobacillus 

ferrooxidans). Seeger. M . y Jerez . C . A . D e p a r t a m e n t o de 

B i o q u í m i c a , F a c u l t a d de M e d i c i n a , U n i v e r s i d a d d e C h i l e . 

T. ferrooxidans p a r t i c i p a a c t i v a m e n t e en e l c i c l o b i o g e o q u í m i c o 

d e l h i e r r o . E l fosfa to ( P i ) es u n n u t r i e n t e esenc ia l , q u e puede 

estar en f o r m a n o b i o d i s p o n i b l e , l o c u a l p o d r í a afectar 

ser iamente l a a c t i v i d a d de este m i c r o o r g a n i s m o . E n e l presente 

es tud io , se ca rac t e r i za ron los c a m b i o s g loba l e s en l a s í n t e s i s de 

p r o t e í n a s de T. ferrooxidans en respuesta a l a h a m b r u n a de P i 

(Seeger, M . and Jerez, C . A . , 1993 , F E M S M i c r o b i o l . L e t t . 

1 0 8 : 3 5 - 4 2 ; Seeger, M . a n d Jerez, C . A . , 1 9 9 3 , G e o m i c r o b i o l . 

J . 1 0 : 2 2 7 - 2 3 7 ) . Para l o c a l i z a r a lgunas d e estas p r o t e í n a s , se 

e m p l e ó y o d a c i ó n de l a supe r f i c i e c e l u l a r y a n á l i s i s de l a 

m e m b r a n a ex te rna . M e d i a n t e e l ec t ro fo re s i s en geles 

b i d i m e n s i o n a l e s se o b s e r v ó que a l menos 25 p r o t e í n a s a l t e r a ron 

su s í n t e s i s en h a m b r u n a de P i . L a m a r c a c i ó n d e c é l u l a s enteras 

c o n 1 2 5 I s u g i r i ó que va r i as de las p r o t e í n a s d e s r e p r i m i d a s en 

h a m b r u n a de P i e s t a r í a n expuestas en l a s u p e r f i c i e c e l u l a r . E l 

f r a c c i o n a m i e n t o subce lu la r d e m o s t r ó q u e é s t a s se encuen t r an en 

l a m e m b r a n a ex te rna . 

L a s p r o t e í n a s d e s r e p r i m i d a s p o r ca r enc i a de P i pueden f o r m a r 

par te de l s is tema de c a p t a c i ó n de este n u t r i e n t e en T. 

ferrooxidans. 

F i n a n c i a d o p o r F O N D E C Y T 9 1 - 1 0 1 0 , U N I D O , I C I , S A R E C 

y U n i v e r s i d a d de C h i l e . 

LOCALIZACION SUBCELULAR DE HEXOQUINASAS EN TEJIDOS DE 
RATA. ( S u b c e l l u l a r l o c a l i z a t i o n of h e x o k i n a s e s i n r a t 
t i s s u e s ) . * P r e l l e r , A. y °Wilson, J . E . *Departamento de 
Biología, F a c u l t a d de C i e n c i a s , U n i v e r s i d a d de C h i l e , 
°Departamento de Bioquímica, M i c h i g a n S t a t e U n i v e r s i t y . 

En mamíferos l a fosforilación de g l u c o s a p a r a produ
c i r g l u c o s a - 6 - f o s f a t o e s c a t a l i z a d a por c u a t r o i s o e n z i -
mas denominadas A,B,C y D de acuerdo a l orden con que 
e l u y e n en cromatografía de i n t e r c a m b i o iónico. L a s hexo-
q u i n a s a s A y B s e e n c u e n t r a n a s o c i a d a s a m i t o c o n d r i a s 
y l a i s o e n z i m a D ha s i d o d e s c r i t a t a n t o en e l c i t o p l a s 
ma como en e l núcleo de l a s células en que s e e n c u e n t r a . 
No se conoce l a distribución c e l u l a r de l a h e x o q u i n a s a 
C aunque s e l a ha c o n s i d e r a d o clásicamente como enzima 
" s o l u b l e " . 

P a r a e s t u d i a r l a Localización s u b c e l u l a r de e s t a 
i s o e n z i m a s e u t i l i z o un p r o c e d i m i e n t o inmunohistoquími-
co p a r a e l c u a l s e uso un a n t i c u e r p o m onoclonal especí
f i c o p a r a h e x o q u i n a s a C; como segundo a n t i c u e r p o s e uso 
a n t i - I g G de ratón c o n j u g a d a con p e r o x i d a s a . En todos 
l o s t e j i d o s examinados l a enzima se encontró en t i p o s 
c e l u l a r e s específicos y siempre a s o c i a d a a l a p e r i f e r i a 
d e l núcleo, l o que se c o r r o b o r o mediante microscopía 
c o n f o c a l . E s t a localización p e r i n u c l e a r de h e x o q u i n a s a 
C c o n t r a s t a con l a asociación de l a s i s o e n z i m a s A y B 
a m i t o c o n d r i a s . R e s u l t a d o s s i m i l a r e s en cuanto a l a 
localización de h e x o q u i n a s a s A y C s e e n c o n t r a r o n en 
células PC-12 en c u l t i v o . No s e d e t e c t o i s o e n z i m a C en 
f r a c c i o n e s n u c l e a r e s de riñon e hígado; l a a c t i v i d a d 
enzimática s e encontró siempre en l a fracción s o l u b l e 
de l a s p r e p a r a c i o n e s . E s t o s r e s u l t a d o s s u g i e r e n que l a 
h e x o q u i n a s a C s e a s o c i a débilmente a l a s u p e r f i c i e e x 
t e r n a d e l núcleo, asociación que e s d e s t r u i d a d u r a n t e 
e l p r o c e s o de homogeneizacion y preparación de l a s 
f r a c c i o n e s n u c l e a r e s . ( F i n a n c i a d o por NIH Gr a n t NS-
09910 y F o g a r t y I n t e r n a t i o n a l R e s e a r c h F e l l o w s h i p 
1 F05 TWO 4 3 8 1 ) . 

E F E C T O S D E I N H I B I D O R E S S O B R E U N A M U T A N T E D E L A 

S U B U N I D A D a D E L A C A S E I N A Q U I N A S A H D E XENOPUS 

LAEVIS. (The effect o f inh ib i tors on a m u t a n t o f the a subuni t o f X 

laevis Casein Kinase IT). Gatica. M . . Jedl icki , A . . Connelly, C. y 

Allende, J .E. Depar tamento de Bioqu ímica , Facul tad de Medicina y 

Depar tamento de Biología, Facul tad de Ciencias, Univers idad de Chile. 

L a c a s e í n a quinasa I I (CQIT) es una p r o t e í n a quinasa presente en el 

n ú c l e o de todas las cé lu las euca r ió t i ca s . Es ta enzima fosforila muchas 

enzimas y p r o t e í n a s involucradas en la s í n t e s i s de ác idos nucleicos y 

parece part icipar en los mecanismos que regulan la divis ión celular. 

L a enzima en estado nat ivo es u n h e t e r o t e t r á m e r o con una estructura 

a 2 P2> siendo la subunidad a activa por si sola mientras que la 

subunidad j j es regulator ia con una capacidad de activar 5-7 veces la 

actividad de a. E n nuestro laboratorio hemos clonado, secuenciado y 

expresado en bacterias los cDNAs de oocitos de X. laevis que codifican 

para ambas subunidades. Recientemente, mediante la t é cn i ca del 

PCR hemos producido una m u l a n t e de la subunidad a en una r eg ión 

m u y bás i ca de dicha p r o t e í n a . L a m u t a c i ó n cambia las lisinas 78 y 79 

por ác idos g lu támicos . Es ta m u í a n t e (a E 7 8 E 7 9 ) es activa y puede 

ser activada por la subunidad P con una eficiencia similar a la de la 

a**. L a m u í a n t e a E 7 8 E 7 9 , s in embargo, es considerablemente m á s 

resistente a la inh ib ic ión por heparina, po l i U y copo l ímero glu: t i r 

(4:1), que son potentes inhibidores de la a^. Estos resultados nos 

indican que estos inhibidores pol ianiónicos posiblemente i n t e r a c t ú a n 

con la r e g i ó n bás i ca de a que ha sido mutada en a E 7 8 E 7 9 y que la 

subunidad (3 i n t e r a c t u a r í a con una r e g i ó n diferente de a. 

(Apoyado por F O N D E C Y T - C H I L E , T h e In te rna t iona l Centre for 

Genetic Engineer ing and Biotechnology y T h e Council for Tobacco 

Research). 

ESTUDIO DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL DE SALMONIDEOS, 
CONTRA EL AGENTE CAUSAL DEL SINDROME DEL SALMON COHO. 
(Salmonids humoral inmune response studies, against the 
causativo agent of salmón coho's syndrome). 
1 E l i z a l d e . J . J . 1 , 2 J u i c a , F . , ^ a m e t t , A . , a g u a y o . J . , 
3 L e a l . J . . ' ' ¿ Y u d e l e v i c h . A . . ' ' 2 D e I o a n n e s , A . E . . ' ' ¿ B e c k e r , 
M . I . . ' B Í O S C h i l e I n g e n i e r í a G e n é t i c a S . A . , c P o n t i f i c i a 
U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a de C h i l e , 3 P e s q u e r a V e n t i s q u e r o s S . A . . 

E l s í n d r o m e d e l s a l m ó n coho es una p a t o l o g í a 
i n f e c c i o s a y m o r t a l , causada p o r Piscirickettsia salmonis, 
que a f e c t a a e s p e c i e s s a l m o n í d e a s de l a X r e g i ó n . 
A c t u a l m e n t e , no se d i s p o n e de m é t o d o s de d i a g n ó s t i c o 
adecuados de l a e n f e r m e d a d y se e f e c t ú a s ó l o en p e c e s 
m o r i b u n d o s m e d i a n t e un examen a n á t o m o - p a t o l ó g i c o . 

E l o b j e t i v o g e n e r a l de e s t e t r a b a j o , ha s i d o e s t u d i a r 
l a r e s p u e s t a inmune h u m o r a l de l o s s a l m o n í d e o s c o n t r a P . 
salmonis, c o n e l p r o p ó s i t o de s e n t a r l a s bases p a r a su u s o 
p o t e n c i a l e n e l d e s a r r o l l o de u n m é t o d o d i a g n ó s t i c o de e s t a 
e n f e r m e d a d . 

L o s r e s u l t a d o s m u e s t r a n e l a i s l a m i e n t o d e l p a t ó g e n o , 
m e d i a n t e c u l t i v o in vitro en l a l í n e a c e l u l a r de s a l m o n í d e o s 
CHSE-214 y s u c a r a c t e r i z a c i ó n m o r f o l ó g i c a , c o r r o b o r a n d o su 
p e r t e n e n c i a a l g é n e r o Rickettsiales. 

P a r a d e t e c t a r l a p r e s e n c i a de a n t i c u e r p o s s é r i c o s e n 
s a l m o n í d e o s , se e s t a n d a r i z ó u n ELISA c o n una p o b l a c i ó n 
e x p e r i m e n t a l de s a l m o n í d e o s i n m u n i z a d o s c o n h e m o c i a n i n a de 
l o c o , u t i l i z a n d o u n s u e r o c o m e r c i a l a n t i - i n m u n o g l o b u l i n a s 
de t r u c h a ( I g M ) . T a m b i é n , p a r a c o n t r o l a r l a s c o n d i c i o n e s 
d e l e n s a y o , se d e s a r r o l l ó u n r e a c t i v o o l i g o c l o n a l a n t i - I g M 
de s a l m ó n c o h o , u t i l i z a n d o como a n t í g e n o una f r a c c i ó n de I g M 
p u r i f i c a d a m e d i a n t e t é c n i c a s de c r o m a t o g r a f í a de e x c l u s i ó n 
y a f i n i d a d . 

De e s t a m a n e r a , u t i l i z a n d o como a n t í g e n o l a b a c t e r i a 
a i s l a d a in vitro, se e v a l u ó l a p r e s e n c i a de a n t i c u e r p o s 
c o n t r a e l p a t ó g e n o en u n b a n c o de s u e r o s de s a lmones c o h o 
d e l a zona e n d é m i c a y t a m b i é n , en s a l m o n í d e o s sanos 
i n m u n i z a d o s c o n P . salmonis. Se o b s e r v ó que t a n t o l o s 
s a l m o n e s d i a g n o s t i c a d o s c o n e l s í n d r o m e , como l o s p e c e s 
i n m u n i z a d o s c o n l a b a c t e r i a , p r e s e n t a r o n u n l e v e aumento 
d e l t í t u l o de a n t i c u e r p o s c o n t r a e l p a t ó g e n o . 

N u e s t r o s r e s u l t a d o s p e r m i t e n p r o p o n e r , que en e s t a 
p a t o l o g í a no h a b r í a una r e s p u e s t a inmune h u m o r a l p r o t e c t i v a 
s i g n i f i c a t i v a c o n t r a P. salmonis, f e n ó m e n o s i m i l a r a l 
e n c o n t r a d o e n o t r a s i c t i o p a t o l o g í a s . 

Proyecto CORFO FONTEC Nfi 91-006. 
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ESTUDIOS DE FUNCIONALIDAD DE LA PROTEINA Gs DE 
OOCITOS DE Xenopus l a e v i s . ( S t u d i e s o f t h e 
f u n c t i o n a l i t y o f t h e G s o o c y t e p r o t e i n f r o m 
X e n o p u s l a e v i s ) 
A n t o n e l l i , J , M y O í a t e , J . D e p a r t a m e n t o d e 
B i o q u í m i c a , F a c u l t a d d e M e d i c i n a , U n i v e r s i d a d 
d e C h i l e . 

L a a d e n i l i l c i c l a s a d e m e m b r a n a p l a s m á t i c a e s 
a c t i v a d a p o r l a p r o t e í n a G s . E n e s t e t r a b a j o 
r e p o r t a m o s q u e u n a s u b u n i d a d a d e G s c l o n a d a 
d e u n a g e n o t e c a d e o o c i t o s d e X e n o p u s l a e v i s , 
n o r e c o n s t i t u y e l a a c t i v i d a d d e a d e n i l i l 
c i c l a s a d e u n s i s t e m a d e m a m í f e r o s . A r a í z d e 
e s t e r e s u l t a d o s e d i s e ñ o l a c o n s t r u c c i ó n d e 
q u i m e r a s e n t r e l a s u b u n i d a d a d e G s d e 
o o c i t o s y u n a s u b u n i d a d a d e G s h u m a n o . L o s 
e s t u d i o s b i o q u í m i c o s r e a l i z a d o s c o n e s t a s 
p r o t e í n a s q u i m é r i c a s n o s p e r m i t i e r o n 
i d e n t i f i c a r l a r e g i ó n a m i n o a c í d i c a e n l a 
p r o t e í n a d e X e n o p u s r e s p o n s a b l e d e l a f a l t a d e 
a c o p l a m i e n t o c o n l a a d e n i l i l c i c l a s a . E s t a 
r e g i ó n s e e n c u e n t r a e n u n f r a g m e n t o d e 1 2 6 
a m i n o á c i d o s u b i c a d o e n e l e x t r e m o a m i n o 
t e r m i n a l d e l a p r o t e í n a d e o o c i t o s . R e s u l t a 
m u y i n t e r e s a n t e d e s t a c a r q u e e n e s t a r e g i ó n s e 
c o n c e n t r a l a m a y o r c a n t i d a d d e d i f e r e n c i a s 
a m i n o a c í d i c a s e n t r e l a s d o s p r o t e í n a s G a s 
e s t u d i a d a s . 
A p o y a d o p o r F O N D E C Y T 9 0 - 0 0 5 9 y Me A r t h u r 
F o u n d a t i o n 

I D E N T I F I C A C I O N DE HISTONA Hx EN LA CROMATINA * DE L , 
C r u z i . C I d e n t i f i c a t i o n o f h i s t o r i e Hx i n T . c r u z i 
c h r o m a t i n ) . T o r o . G. C. y G a l a n t i . N . D e p t o . de B i o l . 
C e l . y G e n e t . , F a c . de M e d i c i n a , U n i v e r s i d a d de C h i l e . 

En e l n ú c l e o i n t e r f á s i c o , l a c r o m a t i n a de T . c r u z i 
s e p r e s e n t a c o n e l a s p e c t o t í p i c o de o t r o s e u c a r i o n t e s ; 
n o o b s t a n t e no se c o n d e n s a en c romosomas d u r a n t e l a 
• d i v i s i ó n c e l u l a r . En e u c a r i o n t e s s u p e r i o r e s se p o s t u l a 
q u e l a h i s t o n a H x j u e g a un r o l f u n d a m e n t a l en e l 
mecan i smo de c o m p a c t a c i ó n de l a c r o m a t i n a ; e l c o m p o r t a 
m i e n t o s i n g u l a r de l a c r o m a t i n a d e l T . c r u z i y e l h e c h o 
que d i s t i n t o s a u t o r e s no e n c o n t r a r a n una h i s t o n a c o n 
m i g r a c i ó n s i m i l a r a l a s H x de e u c a r i o n t e s s u p e r i o r e s en 
g e l e s de p o l i a c r i l a m i d a , l l e v ó a p o s t u l a r q u e e s t a 
h i s t o n a no e s t a r í a p r e s e n t e en T r y p a n o s o m á t i d o s . 

En e s t e t r a b a j o se d e m u e s t r a l a p r e s e n c i a de una 
h i s t o n a H x en T . c r u z i . E s t a p r o t e í n a es s o l u b l e en 
0 , 7 5 ñ PCA y en 5% TCA, es e x t r a í d a d e sd e l a c r o m a t i n a 
e n t r e 0 . 3 5 y 0 . 5 ñ N a C l , p r e s e n t a r e a c t i v i d a d c r u z a d a 
con un s u e r o a n t i h i s t o n a s H x de e s p e r m i o s de e r i z o de 
mar y s u c o m p o s i c i ó n a m i n o a c í d i c a es s i m i l a r a o t r a s 
h i s t o n a s H x d e s c r i t a s . Cuando e s t a p r o t e í n a se p u r i f i c a 
p o r HPLC, s u p e r f i l de e l u c i ó n c o r r e s p o n d e con e l de 
h i s t o n a H a de t i m o de t e r n e r a . D i g e r i d a con p r o t e a s a s , 
l a s e c u e n c i a de a m i n o á c i d o s de l o s p é p t i d o s r e s u l t a n t e s 
p r e s e n t a a l t o g r a d o de h o m o l o g í a c u a n d o se c o m p a r a c o n 
e l d o m i n i o c a r b o x i t e r m i n a l de o t r a s h i s t o n a s Hx 

c o n o c i d a s . Como h i s t o n a s H x de c i l i a d o s , p r e s e n t a 
m i g r a c i ó n d i f e r e n t e de h i s t o n a s H x de m a m í f e r o s , en 
g e l e s de p o l i a c r i l a m i d a - S D S o u r e a - á c i d o . 

Se c o n c l u y e que h i s t o n a H x e s t á p r e s e n t e en l a 
c r o m a t i n a de T . c r u z i . E l h e c h o que e s t e p a r á s i t o no 
c o n d e n s e s u c r o m a t i n a d u r a n t e l a d i v i s i ó n c e l u l a r , 
s u g i e r e que e l r o l de e s t a p r o t e í n a en e l mecan i smo de 
c o m p a c t a c i ó n de l a c r o m a t i n a se ha s o b r e e s t i m a d o , o 
b i e n que e s t a c a r a c t e r í s t i c a p o d r í a e s t a r r e l a c i o n a d a 
con o t r o s r a z g o s , t a l e s como un c o n j u n t o de h i s t o n a s 
d i v e r g e n t e s , o una h i s t o n a H x p e c u l i a r . 
F i n a n c i a m i e n t o : D T I , ' U . de C h i l e B32 1 2 - 9 0 1 3 y SAREC 

R E G U L A C I O N D E L A E X P R E S I O N D E L G E N D E P R O -
O P I O M E L A N O C O R T I N A ( P O M C ) E N T E S T I C U L O D E R A T A . 
(Regulation of P O M C gene expression in rat testis). Concha, 
Figueroa, P . t Yaftez. A . . Burzio . L . , P r a t t B . * y Chronwal l . B . * . 
Instituto de B ioqu ímica , Universidad Austra l de Chile y *Medical 
School, University of Missouri -Kansas Ci ty , U . S . A . 

El gen de P O M C codifica para una p ro t e ína precursora de neuropépt idos 
como B-End, A C T H y M S H en la pitui taria. Estudios inmunoc i toqu ímicos 
han detectado la presencia de pép t idos derivados del precursor P O M C en 
tejidos extrapituitarios como tes t í cu lo . Los transcritos P O M C son especies 
he te rogéneas de 800 nt en tes t ícu lo y son menos abundantes que el transcrito 
de 1200 nt, observado en pitui taria. 

Nuestro laboratorio ha encontrado que el m R N A P O M C testicular se 
sintetiza aproximadamente entre los 5 y 15 d ías de edad en la rata, lo que 
corresponde al inicio de la profase me ió t i ca I . Por h ib r idac ión in si tu con 
una sonda complementaria a A C T H , se loca l izó el m R N A en el citoplasma 
de las cé lu las somá t i ca s y germinales del tes t í cu lo . Estos resultados 
confirman que las células germinales t end r í an una pa r t i c ipac ión importante 
en la síntesis de m R N A P O M C . 
Una de las v ías de regu lac ión de la exp re s ión del gen P O M C en el Lóbulo 
Intermedio de la pituitaria e s t á gobernada por Dopamina. Con el objeto de 
averiguar si dicha regulac ión es posible en te s t í cu lo , se h íb r ido con una 
sonda 48 mer complementaria a una reg ión de consenso del m R N A del 
receptor de Dopamina D 2 Í 4 1 5 ) , identificando la banda esperada de 2,5 Kb , 
a d e m á s de otras. E l m R N A de la isoforma m á s larga del receptor Ü 2 ( 4 4 4 ) 
no fue detectado, coincidente con los estudios de loca l i zac ión . 
Se intentó demostrar funcionalidad del receptor putat ivo por medio de 
tratamientos c rón icos con el antagonista Haloper idol . Los resultados no 
muestran un aumento significativo del m R N A P O M C , s i tuac ión que deberá 
evaluarse por ampl i f icac ión (RT-PCR) . 

L a presencia del m R N A en re lac ión a la e x p r e s i ó n del gen P O M C en 
tes t ículo se rá discutida. ( D I D - U A C H y F O N D E C Y T ) . 

PRESENCIA DE snRNP EN EL NUCLEO DE GAMETOS 
M A S C U L I N O S DE DISTINTOS ORGANISMOS- ( P r e s e n c e 
o f s n R N P s o n t h e n u c l e u s o f m a l e g a m e t e s o f 
d i s t i n c t o r g a n i s m s ) . D e l g a d o . F . . M a n s i l l a . 
J . . S i l v a . T . . B r i t o . M . . C o n c h a . I . y B u r z i o . 
L . O . I n s t i t u t o d e B i o q u í m i c a , U n i v e r s i d a d 
A u s t r a l d e C h i l e . 
R e c i e n t e m e n t e n u e s t r o l a b o r a t o r i o h a 
d e m o s t r a d o l a p r e s e n c i a d e l o s s n R N A U l y U 2 
e n e s p e r m a t o z o i d e s d e r a t a y r a t ó n . E s t o s 
h a l l a z g o s s e h a n a p o y a d o r e a l i z a n d o a n á l i s i s 
e l e c t r o f o r á t i c o s e n g e l e s 10% p o l i a c r i l a m i d a 
8 M u r e a , " N o r t h e r n b l o t " e h i b r i d a c i ó n in 
sita. A s i m i s m o , s e h a d e m o s t r a d o l a p r e s e n c i a 
d e l o s a n t í g e n o s Sm B , B ' y D , a s o c i a d o s a 
e s t o s s n R N A m e d i a n t e a n á l i s i s d e " W e s t e r n 
b l o t " e i n m u n o c i t o q u í m i c a . 
C o i » e l o b j e t o d e e x t e n d e r e s t o s r e s u l t a d o s , 
h e m o s u t i l i z a d o a p r o x i m a c i o n e s m e t o d o l ó g i c a s 
s i m i l a r e s p a r a d e m o s t r a r l a p r e s e n c i a d e e s t a s 
m a c r o m ó l e c u l a s , c o n s t i t u - y e n t e s d e l o s s n R N P , 
e n e s p e r m a t o z o i d e s d e o t r o s o r g a n i s m o s . 
C o n s e c u e n t e m e n t e , s e h a n u t i l i z a d o s o n d a s 
c o m p l e m e n t a r i a s a l o s s n R N A U l , U 2 , U 3 , U 4 y 
U 5 d e h u m a n o , r a t a y r a t ó n , p a r a r e a l i z a r l o s 
a n á l i s i s , d e " N o r t h e r n b l o t " e n m u e s t r a s d e RNA 
t o t a l d e e s p e r m a t o z o i d e s . T a m b i é n , u t i l i z a n d o 
s u e r o s a n t i - S m , s e h a n l o c a l i z a d o e s t o s 
a n t í g e n o s e n e l n ú c l e o d e l o s e s p e r m a t o z o i d e s 
e s t u d i a d o s , a s í c o m o p o r " W e s t e r n b l o t " . 
D e r i v a d o d e l o a n t e r i o r , s e h a q u e r i d o a m p l i a r 
e l e s t u d i o d e l o s s n R N P a p l a n t a s , 
e s p e c í f i c a m e n t e e n e l g a m e t o f i t o m a s c u l i n o 
( p o l e n ) , d e Pinas radiáta. P a r a e l l o , s e h a n 
u t i l i z a d o l o s e n f o q u e s e x p e r i m e n t a l e s y a 
s e ñ a l a d o s . L o s h a l l a z g o s e n e s t a e s t r u c t u r a , 
s u g i e r e n l a e x i s t e n c i a t a n t o d e a l g u n o s 
U s n R N A , c o m o d e l o s a n t í g e n o s Sm a s o c i a d o s a 
é s t o s . ( . D I D - U A C H , F O N D E C Y T 0 0 6 3 9 . 0 y S T I F T U N G 
W Ü L K S W A G E N W E R K 1 - 6 5 5 1 6 ) 
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CARACTERIZACION DE LA CARBOXI QUINASA FOSFO-
ENOLPIRUVICA (PEPCK) C364S DE Saccharomyces 
cerevisiae (CHARACTERIZATION OF Saccharomyces 
cerevisiae C364S PHOSPHOENOLPYRUVATE CARBOXY-
KINASE. Valiente.A., Berti,M. , *Frey,P.A. y 
Cardemil.E. Departamento de Química, Univer
sidad de Santiago de Chile, e 1 I n s t i t u t e for 
Enzyme Research, U.Wisconsin-Madison. 

En PEPCKs dependientes de ATP o de GTP, se ha 
informado la presencia de residuos de cisteína 
altamente reactivos, probablemente ubicados en 
e l s i t i o de unión del nucleótido. En la PEPCK 
(ATP) de levadura, la cisteína más reactiva 
frente a 1,5-IAEDANS es la 364 [Alvear et al., 
BBActa 1119, 35-38 (1992)], y e l patrón de 
protección por sustratos frente a la 
inactivación sugiere que se trata de un 
residuo del s i t i o del nucleótido. Hemos 
diseñado una estrategia para obtener la PEPCK 
C364S, basada en e l método de mutación s i t i o -
específica de Kunkel. E l gen mutado se expresó 
en la cepa de levadura PUK-3B (pck~ade~ura-). 
La enzima se purificó a homogeneidad, y sus 
parámetros cinéticos (aparentes) son: Km PEP, 
211 ± 60 juM; ADP, 79 ± 11 juM; C02 17 ± 1 mM; 
kcat, 27 ± 1 s~*. Estos valores no son signi
ficativamente diferentes de l o s obtenidos para 
la enzima nativa. Se concluye que la cisteína 
364 no participa en las etapas químicas de la 
catálisis. Los datos obtenidos no dan eviden
cia de que se encuentre en e l s i t i o de unión 
del nucleótido, aunque no podemos descartar 
que e l -SH juegue un papel en la unión, que 
pueda ser también real izado por el -OH. 

Financiado por FONDECYT 91-0446 y DICYT-USACH. 

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. , 1Marcus, F. y Cardemil, E. 
Departamento de Química, Universidad de 
Santiago de Chile, y *Chiron Corporation, 
Emeryvilie. Californi a. 

A partir de la secuencia del gen de la 
carboxiquinasa fosfoenolpirúvica (PEPCK) de 
S.cerevisiae, se ha inferido que la proteína 
tendría 553 aminoácidos [Stucka et al., 
Nucleic Acids Res. 16, 10926 (1988)]. Como 
consecuencia de trabajos de mutación s i t i o -
específica en nuestro laboratorio, detectamos 
discrepancias con la secuencia publicada del 
gen, y decidimos proceder a secuenciar ambas 
hebras del DNA correspondiente. Los datos 
obtenidos indicaron la ausencia de 1 base, la 
incorporación de 3, y el intercambio de 3, con 
respecto a l o s datos de la 1 iteratura, pre-
diciéndose ahora una proteína de 549 residuos. 
Las diferencias entre l o predicho (1§ línea) y 
l o encontrado (2§ línea) son: 

H(95)-V-L-K-E-H-G-L-S-T-V-K-A (107) R(l22) 
P(95) -C-S-E-R-T-W-S-I-N-R-E-R-A (108) A(123) 

Q(321) D(543)-W-S-S-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 
secuenciación directa de la proteína. Se 
concluye que la PEPCK de S. cerevisiae es una 
proteína de 549 aminoácidos, con un PM de 
60. 754. 

Financiado por FONDECYT 91-0446 y DICYT-USACH. 

S I S T E M A L I G N I N O L I T I C O D E Ceriporiopsis 
subvermispora E N F A S E S O L I D A . * L a r r a í n , J . y 
V i c u ñ a , R . L a b o r a t o r i o d e B i o q u í m i c a . F a c u l t a d 
d e C i e n c i a s B i o l ó g i c a s . P . U n i v e r s i d a d 
C a t ó l i c a d e C h i l e . 

E n e s t e t r a b a j o s e e s t u d i a n l o s c o m p o n e n t e s 
d e l s i s t e m a l i g n i n o l í t i c o d e C. subvermispora 
c u a n d o c r e c e s o b r e m a d e r a , y e n c o n d i c i o n e s 
q u e i m i t a n s u m e d i o d e a c c i ó n n a t u r a l . 
S e c r e c i ó e l h o n g o e n a s t i l l a s d e P i n o 
r a d i a t a ( a u t o c l a v a d a s , n o e x t r a í d a s ) , c o n u n a 
h u m e d a d d e l 6 0 % . L a s e n z i m a s s e o b t u v i e r o n 
l a v a n d o l a s a s t i l l a s c o n t a m p ó n a c e t a t o . 
P o r a n á l i s i s v i s u a l y d e m i c r o g r a f í a e l e c t r ó 
n i c a s e a p r e c i a c r e c i m i e n t o d e l h o n g o . L a s 
a c t i v i d a d e s e n z i m á t i c a s e x t r a í d a s f u e r o n l a s 
m i s m a s d e c u l t i v o s l í q u i d o s : m a n g a n e s o p e -
r o x i d a s a ( M n P ) , y f e n o l o x i d a s a ( F O ) . L a FO 
a p a r e c e s ó l o e n l o s p r i m e r o s 8 d í a s , y t i e n e 
p l s y p e s o m o l e c u l a r ( P . M . ) s i m i l a r a s u a -
n á l o g a e n l í q u i d o . L a M n P p o s e e u n a c i n é t i c a 
d e a p a r i c i ó n c o m p l e j a ; l o s p r i m e r o s 8 d í a s s e 
e x t r a e n a c t i v i d a d e s c o n c a r a c t e r í s t i c a s ( p i , 
y P . M . ) t i p o M n P d e l í q u i d o , y a p a r t i r d e l 
d í a 1 6 s e d e t e c t a u n a a c t i v i d a d c o n p l s y 
P . M . m u y d i f e r e n t e s a l a s a n t e r i o r e s . 
L o s r e s u l t a d o s n o s p e r m i t e n c o n c l u i r q u e e l 
h o n g o c r e c e e n m a d e r a s i n e x t r a e r . E n c u a n t o 
a s u s c o m p o n e n t e s l i g n i n o l í t i c o s n o s e d e t e c t a 
l i g n i n a p e r o x i d a s a , p e r o s i M n P y F O . D e s t a 
c á n d o s e l a d e t e c c i ó n d e u n a M n P t a r d í a , c o n 
f u e r t e s e v i d e n c i a s d e c o r r e s p o n d e r a u n a 
i s o e n z i m a d i f e r e n t e d e l a s e n c o n t r a d a s e n 
l í q u i d o . E s t o p l a n t e a i n t e r r o g a n t e s r e s 
p e c t o a s i l a d i f e r e n c i a , e s p o r g l i c o s i l a -
c i ó n o a n i v e l g e n é t i c o . 

* B e c a r i o R e s i d e n t e e n I n v e s t i g a c i ó n D I U C . 

COMPONENTES DEL SISTEMA LIGNINOLITICO DEL HONGO 
BASIDIOMICETE Ceriporiopsis subvermispora. (Ligninolyt ic sys tem of 
the whi te - ro t fungi bas idiomycete Ceriporiopsis subvermispora) 
Lobos, S., Tapia, J . , Salas, L. y V i c u ñ a , R. Laborator io de Bioquímica , 
Facultad de Ciencias Bio lóg icas , P. Universidad C a t ó l i c a de Chile. 

Ceriporiopsis subvermispora es un hongo basidiomicete que 
presenta una importante capacidad l igninol í t ica y una gran 
selectividad en el ataque a la lignina en la madera. Estas 
c a r a c t e r í s t i c a s hacen atract ivo el es tudio en profundidad de su 
sistema l igninolí t ico con el f in de identif icar los componentes 
esenciales del proceso. Estudios en cu l t ivos in vitro muestran que el 
sistema l igninolí t ico de este hongo esta compues to de manganeso 
peroxidasa (MnP) y lacasa. La p r o d u c i ó n de ambas enzimas es 
regulada por la c o n c e n t r a c i ó n del ion M n + 2 en el medio de 
crecimiento. Siete isoformas de manganeso peroxidasa han sido 
observadas mediante isoelectroenfoque en el rango de pls entre 4 ,13 
y 4 , 5 8 . Este perfil de isoformas permanece inalterado con diferentes 
concentraciones de amonio y no es regulado por la edad del cu l t ivo . 
A su vez, la act ividad lacasa es producida en la forma de varias 
isoespecies que exhiben pls entre 3 ,47 y 3 , 5 5 . En este caso el 
n ú m e r o de isoenzimas aumenta con la edad del cu l t ivo . Ambas 
enzimas son secretadas fuertemente glicosiladas y son 
completamente inactivadas por t ra tamiento con endoglicosidasas. En 
ausencia de endoglicosidasas las enzimas presentan una alta 
estabilidad. Se determinaron las secuencias a m i n o a c í d i c a s N-
terminales de las isoespecies de MnP, demos t rando hasta el 
momento la existencia de al menos dos genes para MnP . La enzima 
l ignina peroxidasa (LIP), descub ie r t a t e m p r a n a m e n t e en 
Phanerochaete chrysosporium e implicada en varias reacciones de 
d e g r a d a c i ó n de lignina in vivo, no ha sido detectada en C. 
subvermispora, bajo diferentes condiciones de cu l t i vo . Sin embargo, 
mediante el uso de ol igonucleot idos cons t ru idos a partir de una 
secuencia m u y conservada en cuatro genes LIP de P. chrysosporium, 
fue posible la o b t e n c i ó n de clones cDNA-LIP en C. subvermispora. 
Este sistema l igninolí t ico parece const i tu i r una nueva estrategia para 
degradar lignina ya que secreta una c o m b i n a c i ó n diferente de 
enzimas a las utilizadas por o t ros hongos l ign inol í t i cos mejor 
estudiados. 
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RESPUESTA ADAPTATIVA ORGANICA A L CONSUMO DE ACIDOS GRASOS 
POLIINSATURADOS N - 3 DE ORIGEN MARINO. ( A d a p t a t i v e o r g a n i c 
r e s p o n s e t o t h e c o n s u m p t i o n o f n - 3 p o l y u n s a t u r a t e d f a t t y 

a c i d f r o m m a r i n e s o u r c e s ) . G a r r i d o . A . . G á r a t e . M . . 
Campos , R . , y V a l e n z u e l a . A . U n i d a d de B i o q u í m i c a 
F a r m a c o l ó g i c a y L í p i d o s . I n s t i t u t o de N u t r i c i ó n y 
T e c n o l o g í a d e A l i m e n t o s ( I N T A ) , U n i v e r s i d a d de C h i l e . 

Se h a d e m o s t r a d o q u e p o b l a c i o n e s q u e i n g i e r e n a l t a s 
c a n t i d a d e s de á c i d o s g r a s o s p o l i i n s a t u r a d o s ( A G P I ) n - 3 , 
p r i n c i p a l m e n t e de o r i g e n m a r i n o , p r e s e n t a n b a j a 
i n c i d e n c i a de e n f e r m e d a d e s c a r d i o v a s c u l a r e s , d e b i d o a u n a 
a c t i v i d a d h i p o l i p i d é m i c a y c a m b i o s q u e se p r o d u c e n e n e l 
m e t a b o l i s m o de l o s e i c o s a n o i d e s . S i n e m b a r g o , e l consumo 
de A G P I n - 3 n o e s t á e x e n t o de r i e s g o s . E l e n r i q u e c i m i e n t o 
de l a s membranas c e l u l a r e s e n e s t o s á c i d o s g r a s o s , p o r 
e f e c t o de s u c o n s u m o , n o s h a m o t i v a d o a e s t u d i a r e l 
r i e s g o p o t e n c i a l de e s t r é s o x i d a t i v o c e l u l a r . L a i n g e s t a 
de c a n t i d a d e s r e l a t i v a m e n t e a l t a s de AGPI n - 3 p r o v o c a , e n 
r a t a s t a n t o j ó v e n e s como e n v e j e c i d a s , u n a u m e n t o d e l a 
s u s c e p t i b i l i d a d a l d e s a r r o l l o de l i p o p e r o x i d a c i ó n , 
i n d u c i d a i n v i t r o . y u n a d i s m i n u c i ó n d e l o s n i v e l e s 
t i s u l a r e s de v i t a m i n a E . A n i v e l t i s u l a r s e o b s e r v a , 
a d e m á s , u n a d i s m i n u c i ó n d e l c o n t e n i d o de g l u t a t i ó n 
r e d u c i d o y u n c a m b i o e n l a a c t i v i d a d de g l u c o s a - 6 -
f o s f a t a s a y l a 5 ' n u c l e o t i d a s a . S i n e m b a r g o , a u n q u e l a 
s u s c e p t i b i l i d a d a o x i d a r de l o s e r i t r o c i t o s de estos 
a n i m a l e s e s m a y o r , como c o n s e c u e n c i a d e l a i n g e s t a d e 
AGPI n - 3 , l a c a p a c i d a d a n t i o x i d a n t e p l a s m á t i c a aparece 
a u m e n t a d a e n e s t o s a n i m a l e s . N u e s t r o s r e s u l t a d o s n o s 
p e r m i t e n p r o p o n e r q u e l a i n g e s t a d e AGPI n - 3 , induce una 
r e s p u e s t a a d a p t a t i v a a n i v e l p l a s m á t i c o , aumentando l a 
c a p a c i d a d a n t i o x i d a n t e de e s t e a t r a v é s d e l c a m b i o e n l a 
c o n c e n t r a c i ó n de a l g u n o s d e s u s componentes compensando, 
de e s t a m a n e r a , e l d e s a r r o l l o d e una lipoperoxidación 
g e n e r a l i z a d a como c o n s e c u e n c i a d e l a ingesta d e AGPI n - 3 . 

F i n a n c i a d o p o r FONDECYT 6 8 3 - 9 2 . 

OPTIMIZACION DE ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS N - 3 (AG 
n - 3 ) DE ORIGEN MARINO PARA USO NUTRICIONAL Y / 0 FARMACOLO 
GICO. ( I m p r o v e m e n t o f n - 3 p o l y u n s a t u r a t e d f a t t y a c i d 
f r o m m a r i n e s o u r c e f o r n u t r i t i o n a l a n d / o r 
p h a r m a c o l o g i c a l u s e ) . N i e t o . . S. , S a n h u e z a , J . . Ganga . 
A . , R o j a s , E . , y V a l e n z u e l a . A . U n i d a d de B i o q u í m i c a 
F a r m a c o l ó g i c a y L í p i d o s , I n s t i t u t o de N u t r i c i ó n y 
T e c n o l o g í a de A l i m e n t o s . U n i v e r s i d a d de C h i l e . 

L a i m p o r t a n c i a n u t r i c i o n a l y f a r m a c o l ó g i c a de l o s AG n - 3 
de o r i g e n m a r i n o , ha m o t i v a d o p r e o c u p a c i ó n p a r a b u s c a r 
f u e n t e s n a t u r a l e s q u e l o s p r o v e a n e n f o r m a s e g u r a . , a c c e -
q u i b l e y e c o n ó m i c a . N u e s t r o g r u p o r e a l i z a i n v e s t i g a c i o 
n e s r e l a c i o n a d a s c o n e l m e j o r a m i e n t o de l o s p r o c e d i m i e n 
t o s p a r a o b t e n e r , e s t a b i l i z a r y c o n c e n t r a r AG n - 3 a p a r 
t i r de a c e i t e de p e s c a d o , e s p e c i a l m e n t e á c . e i c o s a p e n t a e 
n o i c o ( C 2 0 : 5 , EPA) y á c i d o d o c o s a h e x a e n o i c o ( C 2 2 : 6 D H A ) . 
E l EPA e j e r c e e f e c t o s a n t i t r o m b ó t i c o s y a n t i i n f l a m a t o 
r i o s , y e l DHA es e s e n c i a l e n l a n u t r i c i ó n d e l r e c i é n 
n a c i d o . A c t u a l m e n t e t r a b a j a m o s e n l a o b t e n c i ó n de c o n c e n 
t r a d o s d e EPA y DHA a l e s t a d o l i b r e o como t r i a c i l g l i c é -
r i d o s . E l p r o c e d i m i e n t o se b a s a e n d o s e t a p a s , u n a q u l m i 
c a y o t r a e n z i m á t i c a . M e d i a n t e e l p r o c e d i m i e n t o q u í m i c o , 
p r e p a r a m o s c o n c e n t r a d o s de EPA y DHA e n l a f o r m a de e t i l 
e s t e r e s a p a r t i r de a c e i t e de p e s c a d o p r e v i a m e n t e w i n t e -
r i z a d o . L o s e t i l e s t e r e s s o n c o n c e n t r a d o s m e d i a n t e l a 
f o r m a c i ó n de a d u c t o s de u r e a . L a e t a p a e n z i m á t i c a , s e 
b a s a e n l a p r e p a r a c i ó n de 2 ' m o n o a c i l g l i c é r i d o s m e d i a n t e 
e l t r a t a m i e n t o d e l a c e i t e c o n u n a l i p a s a l ' - 3 ' e s t e r e o e s 
p e c l f i c a . L o s p r o d u c t o s de l a h i d r ó l i s i s s e r á n s e p a r a d o s 
m e d i a n t e c r o m a t o g r a f í a y t r a n s e s t e r i f i c a d o s c o n EPA y 
DHA e t i l d e r i v a d o s , o b t e n i d o s e n l a e t a p a q u í m i c a , p a r a 
l o c u a l s e u t i l i z a r á l a l i p a s a , o p e r a n d o como u n s i n t e -
t a s a . A u n q u e l o s r e s u l t a d o s s o n p r e l i m i n a r e s , l a f a c t i -
b i l i d a d de d e s a r r o l l a r l a t e c n o l o g í a q u e p r o p o n e m o s e s 
a u s p i c i o s a . Con l a a p l i c a c i ó n de e s t a , p o d r e m o s d a r u n 
n u e v o d e s t i n o a l a c e i t e de p e s c a d o d e l c u a l n u e s t r o p a í s 
e s uno d e s u s m á s i m p o r t a n t e s p r o d u c t o r e s . 
F i n a n c i a d o p o r FONDECYT ( P r o y e c t o s 1 0 7 1 - 9 1 y 1 9 3 0 8 0 8 ) . 

ESTUDIOS DE ESTRUCTURA-FUNCION DE PR0TE06LICAN0S. Caracterización de un 
proteoglicano de denatan sulfato y su rol en f inera l izac ión . (Structure-
function studies of Proteoglycans. Characterization of a denatan sulfate 
proteoglycan and i t s role in mineralization). Rodríguez J .PJ , Carrino D.U 
y Caplan A I . » . Unidad de Biología Celular, INTA, U. de Chile»; Skeletal 
Research Center, Case Western Reserve University, Cleveland, Ohio, USAN. 

Los proteoglicanos (P6) son macromoléculas ampliamente difundidas en 
diferentes sistemas biológicos y que presentan una gran variedad de 
isofornas. A pesar de la abundante información existente sobre la 
part icipación de los PG en distintos procesos biológicos, no se ha 
establecido con precisión la relación entre estructura de los componentes y 
función(es) específ icas . Para poder estudiar esta relación, se ut i l izan 
coto sistemas biológicos células de estroia de t e s t í cu lo y progenituras 
heiatopoyéticas y el sistema acelular de la matriz de la cascara del huevo, 
todos los cuales producen diferentes PG. En este trabajo se describe la 
purificación y caracterización de un PG de dermatan sulfato (DS) presente 
en la matriz de la cascara del huevo y su posible rol en el proceso de 
mineralización. El DS se analiza por cromatografía de intercambio iónico y 
por f i l t r ac ión en gel. En DEAE-Sephacel el DS eluye con 0,25M y 1 H NaCl. La 
fracción eluida con 0.25H NaCl cromatografía en una columna de Sefarosa CL-
2B como un solo pico con un Kav=0,76 mientras la fracción eluida con 1H lo 
hace con una gran polidispersidad. La fracción de 1H muestra un per f i l de 
elución similar al observado con la fracción de 0,25 H, luego de 
calentamiento a 95'C. El aná l i s i s de las cadenas de glicosaminoglicanos 
(6A6) de ambas fracciones revela que contienen el mismo tipo y tamaño de 
cadenas. El core proteico de ambas fracciones, tiene un peso molecular 
relativo de 75.000. Estos resultados sugieren que ambas fracciones contienen 
el mismo P6 de DS y que el patrón de elución en DEAE-Sephadel se debe a la 
capacidad de este PG de autoasociarse. El ensayo de la función de este 
componente aislado se observa que induce un cambio en la morfología de los 
cristales de carbonato de calcio, cuyo significado en mineralización in 
v i t ro es discutido. 

Financiamiento: Proyecto FONDECYT 1930816. 

ETAPAS CRUCIALES EN L E B I G M I N E R A L I Z A C I O N DE L A CASCARA 
DEL H U E V O . ( C r u c i a l s t e p s e n e g g s h e l l b i o m i n e r a l i z a t i o n ) . 
F e r n á n d e z , M . S . , A r a y a , M. y A r i a s , J . L . 
D e p t o . C s . B i o l ó g i c a s A n i m a l e s , F a c . C s . V e t e r i n a r i a s , 
U n i v e r s i d a d d e C h i l e . 

L a b i o m i n e r a l i z a c i o n d e l a c a s c a r a d e l h u e v o e s u n p r o 
c e s o m e d i a d o p o r c é l u l a s e p i t e l i a l e s d i s p u e s t a s e n u n a 
l í n e a d e e n s a m b l a j e q u e d e p o s i t a n o c e s a n d e p r o d u c i r 
p a r t i c u l a r e s c o m p o n e n t e s a m e d i d a q u e e l h u e v o s e mueve 
p o r e l o v i d u c t o . E l s e g u i m i e n t o i n o v i d ü c t u s d e h u e v o s 
e n d i s t i n t a s e t a p a s d e f o r m a c i ó n h a p e r m i t i d o e v i d e n c i a r 
q u e u n a d e l a s e t a p a s c r u c i a l e s e n e s t e p r o c e s o c o n s i s t e 
e n l a f o r m a c i ó n d e l a s membranas d e l a c a s c a r a , l o q u e 
o c u r r e e n e l i s t m o , e n t r e l a s 3 , 5 a 4 , 5 h d e s d e l a ú l t i 
ma o v i p o s i c i ó n . I n m u n o u l t r a e s t r u c t u r a l m e n t e s e d e t e r m i n ó 
q u e e l c o l á g e n o t i p o X s e l o c a l i z a e n e l n ú c l e o c e n t r a l 
d e l a s f i b r a s c o n s t i t u t i v a s d e l a s m e m b r a n a s . P o s t e r i o r 
m e n t e , a l f i n a l d e l i s t m o s e d e p o s i t a n l a s m a m i l a s d e 
q u e r a t a n s u l f a t o i n m u n o d e t e c t a b l e , l u g a r d o n d e o c u r r e l a 
n u c l e a c i ó n d e l o s p r i m e r o s c r i s t a l e s . C a u d a l m e n t e e s t o s 
c r i s t a l e s c r e c e n c o o r d i n a d a m e n t e c o n e l d e p ó s i t o d e m a 
t r i z d e l a c a s c a r a i n m u n o r e a c t i v a t a n t o a q u e r a t á n como 
d e r m a t a n s u l f a t o . L a p a r t i c u l a r d i s p o s i c i ó n c r i s t a l i n a 
d u r a n t e l a f o r m a c i ó n d e l a c a s c a r a s e s i g u i ó m e d i a n t e 
SEM. L o s r e s u l t a d o s p r e l i m i n a r e s m u e s t r a n u n a i m p o r t a n t e 
i n f l u e n c i a d e l a m a t r i z o r g á n i c a s o b r e l a e s t r u c t u r a 
c r i s t a l i n a d e l a c a s c a r a . 

( P r o y e c t o f i n a n c i a d o p o r FONDECYT 1 9 3 1 1 3 6 y D i r e c c i ó n d e 
P o s t g r a d o , U n i v e r s i d a d d e C h i l e ) . 
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B I O L O G I A D E L T R A S P L A N T E D E M E D U L A O S E A . . . y 
o t r a s e m o c i o n e s . ( B o n e m a r r o w t r a n s p l a n t a t i o n 
a n d i t s b i o l o g y ) . M i n g u e l l J . J . U n i d a d d é 
B i o l o g í a C e l u l a r , I N T A , U n i v e r s i d a d d e C h i l e 

E l T r a s p l a n t e d e M é d u l a O s e a ( T M O ) , e n 
r e a l i d a d i m p l i c a t r a s p l a n t a r l a c é l u l a 
t r o n c a l h e m a t o p o y é t i t a , o b t e n i d a d e 
" c o s e c h a s " d e m é d u l a ó s e a , d e s a n g r e 
p e r i f é r i c a o d e c o r d ó n f e t a l a u n r e c e p t o r 
( a u t ó l o g o o a l o g e n é i c o ) , u t i l i z a n d o c o m o 

v e h í c u l o l a c i r c u l a c i ó n s a n g u í n e a . L a c é l u l a 
t r a s p l a n t a d a r e c o n o c e s i t i o s d e a n c l a j e e n 
e l e s t r o m a d e l a m é d u l a ó s e a d e l r e c e p t o r , 
u t i l i z a n d o s i s t e m a s l i g a n d o - r e c e p t o r d e l 
t i p o d e s e l e c t i n a s , i n t e g r i n a s y d e m a t r i z 
e x t r a c e l u l a r . L a c é l u l a " a n c l a d a " i n i c i a a s í 
u n a s e c u e n c i a d e p r o c e s o s d e p r o l i f e r a c i ó n , 
d i f e r e n c i a c i ó n y m i g r a c i ó n q u e p e r m i t e n 
r e c o n s t i t u i r l a h e m a t o p o y e s i s m e d u l a r y e l 
e g r e s o d e c é l u l a s h e m a t o p o y é t i c a s m a d u r a s a 
l a c i r c u l a c i ó n . E s t a s s e c u e n c i a s s o n 
• f i n a m e n t e r e g u l a d a s p o r v a r i a s s e ñ a l e s 
m o l e c u l a r e s y c e l u l a r e s , e n l a s c u a l e s 
p a r t i c i p a n v a r i o s - F a c t o r e s d e c r e c i m i e n t o . 
P a r a l a m o d a l i d a d d e TMO a u t o l o g o ( T A M O ) e s 
n e c e s a r i o r e a l i z a r m a n i p u l a c i o n e s e x — v i v o d e 
l a s " c o s e c h a s " o b t e n i d a s , a f i n d e 

p u r i f i c a r , " l i m p i a r " , e v a l u a r y c r i o -
p r e s e r v a r l a c é l u l a t r o n c a l t r a s p l a n t a b l e . 
L a i m p l e m e n t a d ó n e n C h i l e d e t é c n i c a s d e 
m a n i p u l a c i ó n " e x — v i v o " h a p e r m i t i d o 
r e a l i z a r , a p a r t i r d e 1 9 8 9 , n u m e r o s o s TAMO 
e n p a c i e n t e s c o n t u m o r e s 1 i n f o - h e m a t o p o y é -
t i c o s y / o s ó l i d o s . 

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

L a a d e n o s i n a , A D P y A T P ( e x t r a c e l u l a r e s ) t i e n e n 
u n a a c t i v a p a r t i c i p a c i ó n e n l a a g r e g a c i ó n 
p l a q u e t a r i a , t o n o v a s c u l a r y f u n c i ó n c a r d í a c a . L o s 
n i v e l e s e x t r a c e l u l a r e s d e e s t o s c o m p u e s t o s d e p e n d e n 
d e s u m e t a b o l i s m o e x t r a c e l u l a r d o n d e p a r t i c i p a u n a 
e c t o - 5 1 - n u c l e o t i d a s a . N u e s t r a h i p ó t e s i s d e t r a b a j o 
p r o p o n e q u e a d e m á s a c t u a r í a l a A T P - d i f o s f o h i d r o l a s a 
o a p i r a s a ( A T P a s a - A D P a s a ) , e n z i m a d e p e n d i e n t e d e 
C a 2 * , c u y o s p r o d u c t o s f i n a l e s s o n P i y A M P . 

E n e s t e t r a b a j o se e s t u d i ó l a l o c a l i z a c i ó n 
s u b c e l u l a r y l a c a r a c t e r i z a c i ó n c i n é t i c a d e l a s 
a c t i v i d a d e s A T P á s i c a y A D P á s i c a d e l t e j i d o c a r d í a c o 
d e r a t a . P a r a h a c e r m á s e s p e c í f i c a l a m e d i c i ó n d e 
l a s a c t i v i d a d e s A T P á s i c a y A D P á s i c a se u t i l i z a r o n 
o l i g o m i c i n a y A p 5 A ( i n h i b i d o r d e l a q u i n a s a 
a d e n í l i c a ) . 

L o s e s t u d i o s c i n é t i c o s i n d i c a r o n q u e l a s 
a c t i v i d a d e s A T P á s i c a - A D P á s i c a t i e n e n c a r a c t e r í s t i c a s 
a n á l o g a s a l a s d e o t r a s a p i r a s a s a n i m a l e s : p o r s u 
p H ó p t i m o , i n e s p e c i f i c i d a d f r e n t e a n u c l e ó t i d o s y s u 
d e p e n d e n c i a d e c a t i o n e s b i v a l e n t e s . A d e m á s s o n 
p a r t e i n t e g r a l d e m e m b r a n a p o r q u e se s o l u b i l i z a n 
c o n n - o c t i l g l u c ó s i d o y n o c o n f u e r z a i ó n i c a . L a s 
a c t i v i d a d e s A T P á s i c a - A D P á s i c a s o l u b i l i z a d a s s o n 
m e n o s a f e c t a d a s p o r l o s i n h i b i d o r e s a n t e s 
m e n c i o n a d o s y c o m i g r a n e n u n g e l d e 
i s o e l e c t r o e n f o q u e . 

F i n a n c i a d o p o r D T I W 3 3 4 5 - 9 2 1 3 ( U . d e C h i l e ) . 

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

C. limón es c a p a z d e d e f e n d e r s e f r e n t e a l a t a q u e 
d e h o n g o s i n d u c i e n d o l a v í a f e n i l p r o p a n o i d e , c o n l a 
c o n s i g u i e n t e p r o d u c c i ó n d e m e t a b o l i t o s s e c u n d a r i o s 
f u n g i s t á t i c o s / f u n g i t ó x i c o s ( f i t o a l e x i n a s ) , d e r i v a d o s 
d e c u m a r i n a . 

L a i n d u c c i ó n d e l a v í a f e n i l p r o p a n o i d e se 
c u a n t i f i c ó a t r a v é s d e l a m e d i c i ó n d e l a a c t i v i d a d 
d e l a f e n i l a l a n i n a a m o n i o l i a s a ( P A L ) . Se 
d e t e r m i n ó c i n é t i c a s d e i n d u c c i ó n d e P A L t a n t o e n 
p l á n t u l a s y a l b e d o d e C. limón c o m o e n t e j i d o s 
d e s d i f e r e n c i a d o s o b t e n i d o s a p a r t i r d e e l l o s . L o s 
m á x i m o s d e i n d u c c i ó n v a r i a r o n d e a c u e r d o a l o r i g e n 
d e l t e j i d o y a l i n d u c t o r u s a d o . E x p e r i m e n t o s c o n 
i n h i b i d o r e s d e t r a n s c r i p c i ó n y t r a d u c c i ó n d e g e n e s 
n u c l e a r e s y o r g a n e l a r e s , j u n t o c o n t r a t a m i e n t o s c o n 
e l h e r b i c i d a N o r f l u o r a z ó n , p e r m i t i e r o n d e t e r m i n a r 
u n a p o s i b l e p a r t i c i p a c i ó n d e l o s c l o r o p l a s t o s e n e l 
m e c a n i s m o d e l a i n d u c c i ó n d e P A L . 

A p a r t i r d e m R N A o b t e n i d o d e c a l l o s d e 
h i p o c o t i l o s d e p l á n t u l a s d e C. limón i n d u c i d o s c o n 
p e c t i n a s a d e Alternaría alternata y d a ñ o m e c á n i c o , 
se p u d o o b t e n e r u n a g e n o t e c a d e c D N A e n f a g o 
l a m b d a g t 2 2 A . U s a n d o u n a s o n d a d e P A L d e p o r o t o 
se r e v i s a r o n 5 0 0 . 0 0 0 c l o n e s o b t e n i é n d o s e 6 c l o n e s 
p o s i t i v o s p a r a P A L . U n o d e e l l o s se s u b c l o n ó e n e l 
p l a s m i d i o p S P O R T l , y l a s b a c t e r i a s q u e p o s e e n e s t e 
p l a s m i d i o p o s e e n a d e m á s a c t i v i d a d P A L . 

T r a b a j o f i n a n c i a d o p o r l o s p r o y e c t o s F O N D E C Y T 
9 0 - 0 0 6 6 ( M . C h i o n g ) y 9 1 - 8 8 6 ( L . M . P é r e z ) . 

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

Se h a d e m o s t r a d o l a p r e s e n c i a d e a c t i v i d a d e s 
A T P á s i c a y A D P á s i c a e n p l a c e n t a h u m a n a 
s u g e r i é n d o s e q u e a m b a s a c t i v i d a d e s p o d r á n s e r 
c a t a l i z a d a s p o r u n a s o l a e n z i m a . E s t a p r o p o s i c i ó n 
se a p o y a e n q u e l a m i s m a b a n d a d e p r o t e í n a s 
a i s l a d a d e i s o e l e c t r o e n f o q u e d e p i 4 ,5 t i e n e a c c i ó n 
s o b r e a m b o s s u s t r a t o s y a d e m á s s o b r e o t r o s 
n u c l e o s i d o s d i y t r i f o s f o r i l a d o s . Se c o n f i r m ó l a 
h o m o g e n e i d a d d e e s t a f r a c c i ó n p r o t e i c a e l u i d a d e 
g e l d e i s o e l e c t r o e n f o q u e p o r S D S - P A G E d o n d e s ó l o 
p r e s e n t ó u n a b a n d a d e p r o t e í n a s c o n u n a M . M . d e 
64 k D a , a n á l o g a £ g ¿ a d e t e r m i n a d a a n t e r i o r m e n t e p o r 
i r r a d i a c i ó n c o n C o . E s u n a g l i c o p r o t e í n a c o n 
g r u p o i ^ - D - m a n y <A - D - g l c p o r q u e s ó l o dio p o s i t i v o 
e l r e v e l a d o d e u n " w e s t e r n b l o t " c o n C o n A u n i d a a 
p e r o x i d a s a y n o c o n o t r a s l e c t i n a s . E l m é t o d o 
c i n é t i c o l l a m a d o g r á f i c o d e c o m p e t e n c i a i n d i c ó 
t a m b i é n q u e l a h i d r ó l i s i s d e l o s A T P y A D P o c u r r í a 
e n u n m i s m o s i t i o a c t i v o . C o m o l a f r a c c i ó n 
h o m o g é n e a f u e c a p a z d e i n h i b i r l a a g r e g a c i ó n 
p l a q u e t a r i a d e p e n d i e n t e d e A D P , se e s t u d i ó l a 
a c t i v i d a d d e e s t a e n z i m a e n p l a c e n t a s n o r m a l e s y 
e n p l a c e n t a s c o n a l g u n a s p a t o l o g í a s ( r e t a r d o d e 
c r e c i m i e n t o i n t r a u t e r i n o ) p a r a v e r s u r e l a c i ó n c o n 
l a r e g u l a c i ó n d e l f l u j o s a n g u í n e o . 

F i n a n c i a d o p o r D T I m 3 3 4 5 - 9 2 1 3 ( U . d e C h i l e ) . 
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A C E T I L ESTERASAS Y ACETIL XILANO ESTERASAS DE 
P e n i c i l l i u m p u r p u r o g e n u m . ( A c e t y l e s t e r a s e s and a c e t y l 
x y l a n e s t e r a s e s f r o m P e n i c i l l i u m p u r p u r o g e n u m ) . E g a ñ a , 
L . S t e i n e r . J . y E y z a g u i r r e . J . L a b o r a t o r i o de 
B i o q u í m i c a , U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a , y L a b o r a t o r i o de 
M i c r o b i o l o g í a , F a c u l t a d de C i e n c i a s Q u í m i c a s y 
F a r m a c é u t i c a s , U n i v e r s i d a d de C h i l e . 

E l x i l a n o , c o m p o n e n t e p r i n c i p a l de l a s h e m i -
c e l u l o s a s v e g e t a l e s , es una m o l é c u l a c o m p l e j a , en c u y a 
b i o d e g r a d a c i ó n i n t e r v i e n e una v a r i e d a d de e n z i m a s . La 
m o l é c u l a se e n c u e n t r a e s t e r i f i c a d a p o r g r u p o s a c e t a t o , 
l o s que s o n h i d r o l i z a b l e s p o r e s t e r a s a s e s p e c í f i c a s 
p r o d u c i d a s p o r h o n g o s y b a c t e r i a s . En e s t e e s t u d i o se 
u t i l i z ó una c e p a n a t i v a d e l hongo P e n i c i l l i u m 
p u r p u r o g e n u m , que c r e c e muy b i e n en p a j a . 

E l h o n g o se c r e c i ó en m e d i o l i q u i d o c o n a g i 
t a c i ó n , u t i l i z á n d o s e s o b r e n a d a n t e s d e l c u l t i v o como 
f u e n t e s de e n z i m a . L a a c t i v i d a d e s t e r á s i c a (AE) se 
m i d i ó p o r h i d r ó l i s i s de p - n i t r o f e n i l a c e t a t o o a-
n a f t i l a c e t a t o . La a c e t i l x i l a n o e s t e r a s a (AXE) se 
c u a n t i f i c ó d e t e r m i n a n d o l a l i b e r a c i ó n de a c e t a t o p o r 
t i t u l a c i ó n e n z i m á t i c a o m e d i a n t e HPLC. 

Se e s t u d i ó l a p r o d u c c i ó n de AE y AXE en c u l t i v o s 
c o n d i s t i n t a s f u e n t e s de c a r b o n o , s i e n d o l a m á s 
e f e c t i v a e l x i l a n o de c a s c a r a de a v e n a a c e t i l a d o . E l 
s o b r e n a d a n t e de c u l t i v o c o n c e n t r a d o f u e f r a c c i o n a d o 
p o r c r o m a t o g r a f í a en B i o - G e l P 3 0 0 , s e p a r á n d o s e 2 
p i c o s c o n a c t i v i d a d AE y AXE. Uno de e l l o s se p u r i f i c ó 
a h o m o g e n e i d a d p o r c r o m a t o g r a f í a de i n t e r c a m b i o en 
c a r b o x i m e t i l Sephadex C-50 y c r o m a t o e n f o q u e . E l p e s o 
m o l e c u l a r de e s t a e n z i m a es de 23 000 y p r e s e n t a un 
p u n t o i s o e l é c t r i c o de 8 , 3 . 

L a p r o d u c c i ó n p o r e l hongo de v a r i a s i s o e n z i m a s 
de AE y AXE s u g i e r e que e s t a s e n z i m a s c u m p l i r í a n una 
d i s t i n t a f u n c i ó n en l a c o m p l e j a h i d r ó l i s i s d e l x i l a n o . 

F i n a n c i a m i e n t o : p r o y e c t o s FONDECYT 0 8 2 2 - 9 0 y 
1930673 y UNIDO 9 1 / 0 6 5 . 

REQUERIMIENTOS PARA EL P R O C E S A M I E N T O DEL PEPTIDO DE 
S E Ñ A L C O O H - T E R M I N A L DE LAS P R O T E I N A S A N C L A D A S A 
M E M B R A N A VIA GLICOSIL F O S F A T I D I L - I N O S I T O L (GPI). 
(Requirements for COOH-terminal signal peptide processing in glycosil 
phosphatidyl-inositol (GPI) anchored membrane proteins). 
AMTHAUER.R. .* K O D U K U L A . K . . G E R B E R . L . B R I N K . L and 
UDENFRIEND.S. Depí. Neurosciences, Roche Institute of Molecular 
Biology, Nutley, NJ . Instituto de B i o q u í m i c a , Universidad Austral de 
Chile. 
Actualmente se conocen m á s de 100 p r o t e í n a s que e s t á n ancladas a la 
membrana v ía glicosil fosfatidilinositol (GPI) . Nosotros hemos utilizado 
fosfatasa alcalina de placenta (PLAP) y una mutante derivada de esta 
(miniPLAP) como p r o t e í n a s modelo para estudiar la b i o s í n t e s i s y adición 
de GPI en este tipo de p r o t e í n a s . Durante el procesamiento de PLAP 
naciente, a d e m á s de la e sc i s ión del p é p t i d o de s e ñ a l NH2-terminal , un 
pép t ido de s e ñ a l COOH-terminal de 29 a m i n o á c i d o s es removido y una 
m o l é c u l a de GPI es covalentemente unida al nuevo C O O H expuesto. La 
t r aducc ión in vitro de m R N A que codifica para min iPLAP en presencia 
de microsomas permite obtener min iPLAP madura con GPI unido. 
Estudios de m u t a g é n e s i s sitio dirigida han revelado que para obtener 
miniPLAP-GPI madura es necesario que exista un a m i n o á c i d o p e q u e ñ o 
en el sitio de clivaje/union de GPI (sitio co) en la p r o t e í n a nativa. Estudios 
similares se realizaron con mutantes en la pos ic ión co+1 y co+2 
(adyacentes y COOH-terminal al sitio co). La pos ic ión co+1 resul tó 
promiscua. En cambio el procesamiento ocurre solamente cuando en la 
posic ión co+2 se encuentra glicina o alanina. Estas c a r a c t e r í s t i c a s que 
determinan el procesamiento del COOH-termina l se asemejan a las 
descritas para el pép t ido de s e ñ a l del ext remo NH2. 
Utilizando un sistema post-traduccional de ensayo, que permite medir 
solamente el procesamiento y ad ic ión de GPI , se d e m o s t r ó que ATP y 
GTP son requeridos para obtener un m á x i m o de procesamiento. M á s 
a ú n , la hidrólisis de estos NTP es un prerequisito. Estudios con cé lu las 
Cos transfectadas con pBC-PLAP, permitieron demostrar que la 
chaperonina BiP participa en la m a d u r a c i ó n de estas p r o t e í n a s . Estos 
resultados se d i scu t i rán en re lac ión a una posible etapa de t r ans locac ión , 
previa al procesamiento del COOH-terminal . 

I N M O V I L I Z A C I O N V I A A N T I C U E R P O S E N E L E S T U D I O D E L A 
A S O C I A C I O N E N T R E E N Z I M A S . (Enzyme inmobilization vía 
antibodies to study enzyme-enzyme interactions). Saez. D . . y Slebe, J . C. 
Instituto de B i o q u í m i c a , F a c . de Ciencias, Univers idad Austra l de Chile. 

En la cé lu la las enzimas de una v í a m e t a b ó l i c a p o d r í a n estar organizadas en 
complejos mul t i enz imá t i cos , los que a su vez p o d r í a n asociarse con 
estructuras subcelulares. Algunos de estos complejos ser ían lábi les , por lo 
que son difíciles de detectar. Es de nuestro in terés estudiar la asoc iac ión 
entre fructosa-1,6-bisfosfatasa (FBPasa) y aldolasa de r iñon de cerdo. Entre 
varias t écn icas utilizadas, só lo la inmovi l i zac ión a una matriz sól ida ha 
permitido detectar una in te racc ión entre ambas enzimas (Berl ién, G. , León, 
O., L u d w i g , H . , y Slebe, J. C. (1990) Arch. Biol. Med. Exp.23, R-239). No 
obstante, es deseable usar m é t o d o s que excluyan modificaciones químicas 
de las enzimas. Con este objetivo nos propusimos ut i l izar anticuerpos 
específ icos para la FBPasa unidos a p r o t e í n a A-Sepharose y , con este 
sistema, analizar la posible a soc iac ión de FBPasa con aldolasa. 

Experimentos realizados en so luc ión indican que el anticuerpo no afecta la 
actividad especí f ica de la FBPasa. Los valores de V m a x y la K m para el 
sustrato y la curva de s a tu r ac ión de la enzima por Fru-1 ,6-P 2 , no variaron 
significativamente. L a inhibición de la FBPasa por Fru-2 ,6-P 2 y su 
ac t ivac ión por Mg 2 " 1 " tampoco se afec tó . En cambio, la propiedad de la 
FBPasa que expe r imen tó una notable a l t e rac ión fue la inhibic ión a los tér ica 
por A M P , por ejemplo, la enzima se hizo insensible al nuc leó t ido después de 
incubarla con el anticuerpo a una concen t r ac ión de 10 y 530 ug/mL, 
respectivamente. Por otra parte, la FBPasa inmovil izada a p ro te ína A -
Sepharose, a t r avés de sus anticuerpos, p r e s e n t ó propiedades cinét icas 
similares a las descritas para el complejo FBPasa-anticuerpo. A l 
c romatogra f í a r aldolasa en una columna que c o n t e n í a F B P a s a - I g G - p r o t e í n a 
A-Sepharose, se obse rvó una re tención espec í f ica de esta enzima 

Los resultados obtenidos muestran que el sistema indirecto empleado 
presenta ventajas sobre la inmovi l izac ión de t ipo covalente, permitiendo su 
uso en el estudio de la a soc i ac ión entre enzimas. 
(Financiado por: F O N D E C Y T 92-150 y 2930044; D I D - U A C H S-92-40). 

E F E C T O DE I O N E S M E T A L I C O S E N L A F O R M A C I O N DE 
F O T O P R O D U C T O S E N S O L U C I O N E S N U T R I C I O N A L E S . 
( E f f e c t o f m e t a l i c i o n s o n p h o t o p r o d u c t s 
f o r m a t i o n i n n u t r i t i o n a l s o l u t i o n ) . B l a n c o , C . , 
G o n z á l e z , G . y T a p i a , G . I n s t i t u t o d e Q u í m i c a . 

U N I V E R S I D A D C A T O L I C A DE V A L P A R A I S O 

L a s m o l é c u l a s b i o l ó g i c a s n o s o n a f e c t a d a s 
p o r l a l u z v i s i b l e , s i n e m b a r g o e n p r e s e n c i a 
d e f o t o s e n s i b i 1 i z a d o r e s y o x í g e n o s e g e n e r a n 
e s p e c i e s r e a c t i v a s q u e p r o d u c e n d a ñ o o x i d a t i v o 
E s t e d a ñ o e s f a v o r e c i d o p o r l a p r e s e n c i a d e 
e l e m e n t o s m e t á l i c o s . L o s s u e r o s u t i l i z a d o s e n 
n u t r i c i ó n p a r e n t e r a l c o n t i e n e n g l u c o s a , a m i n o 
á c i d o s , v i t a m i n a s y e l e m e n t o s m e t á l i c o s a n i v e l 
d e t r a z a s . E s t u d i o s r e c i e n t e s h a n d e m o s t r a d o 
q u e l a v i t a m i n a B 2 a c t ú a c o m o s e n s i b i l i z a d o r e 
i n d u c e l a f o r m a c i ó n d e u n a d u c t o f o t o t ó x i c o 
c o n e l a m i n o á c i d o t r i p t ó f a n o . E s t o s a n t e c e d e n 
t e s s u m a d o s a l a s p o s i b l e s r e a c c i o n e s t i p o 
F e n t o n q u e s e p u e d e n f a v o r e c e r e n l o s s u e r o s , 
f u e r o n e s t u d i a d a s e n c o n d i c i o n e s d e o b s c u r i 
d a d , l u z m o n o c r o m á t i c a y l u z p o l i c r o m á t i c a . 

N u e s t r o s r e s u l t a d o s i n d i c a n q u e e n o b s c u r i d a d 
e l s u e r o p e r m a n e c e e s t a b l e a l m e n o s 1 h r . , p e r o 
e n s o l o 1 0 m i n . d e l u z p o l i c r o m á t i c a s e o b s e r v a 
u n a m o d i f i c a c i ó n s i g n i f i c a t i v a d e l a v i t a m i n a 
B 2 c o n f o r m a c i ó n d e f o t o p r o d u c t o s s i n a f e c t a r 
l a c o n c e n t r a c i ó n d e g l u c o s a . L o s e l e m e n t o s F e , 
Z n y C u i n c o r p o r a d o s p o r s e p a r a d o , e s t i m u l a n 
l a f o r m a c i ó n d e f o t o p r o d u c t o s , c o n l u z b l a n c a . 

E l N a C l n i e l K C 1 m o d i f i c a n l a s c i n é t i c a s d e 
f o t o d e s t r u c c i o n . L a m e z c l a d e e s t o s e l e m e n t o s , 
r e f l e j a u n a a p a r e n t e p r o t e c c i ó n p o r c o b r e y 
s a l e s . C o n l u z m o n o c r o m á t i c a ( 4 5 0 n m ) , l a s 
c i n é t i c a s s o n l e n t a s . E n t o d o s l o s c a s o s , s e 
o b s e r v a u n a m o d i f i c a c i ó n r á p i d a e n l o s p r i m e 
r o s 2 0 m í n . y u n a l e n t a a t i e m p o s m a y o r e s . 

T r a b a j o f i n a n c i a d o p o r D G I P / U C V 
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E S T A B I L I D A D TERMICA DE LA PROTEASA DE Cucúrbita 
fici folia EN PRESENCIA DE A D I T I V O S . ( T h e r m o s t a b i 1 i t y 
o f Cucúrbita fie i folia p r o t e a s e i n t h e presen .ee o f 
a d d i t i v e s ) . G o n z á l e z , G . , G o n z á l e z , C . y M e r i n o , P . 
L a b o r a t o r i o de B i o q u í m i c a , I n s t i t u t o de Q u í m i c a , 
U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a de V a l p a r a í s o . 

Un o b j e t i v o de l a i n g e n i e r í a de e n z i m a s e s 
p r o d u c i r p r e p a r a c i o n e s de e n z i m a e s t a b i l i z a d a a s e r 
u s a d a s e n s í n t e s i s , a n á l i s i s , m e d i c i n a y en v a r i a s 
á r e a s de l a b i o t e c n o l o g í a . La i n t r o d u c c i ó n de 
a l c o h o l e s p o l i h í d r i c o s a l s o l v e n t e p r o d u c e l a 
e s t a b i l i z a c i ó n de m a c r o m o l é c u l a s e n s o l u c i ó n . Hemos 
p u r i f i c a d o y c a r a c t e r i z a d o p a r c i a l m e n t e una p r o t e a s a 
d e l f r u t o de C u c ú r b i t a f i c i f o l i a y nos ha p a r e c i d o 
i n t e r e s a n t e e s t u d i a r e l e f e c t o de a d i t i v o s s o b r e s u 
c o m p o r t a m i e n t o de e s t a b i l i d a d t é r m i c a . 

La e n z i m a ( 1 0 U / m l ) s e i n c u b a a pH 8 , 0 c o n 
d i s t i n t o s a d i t i v o s a l a s t e m p e r a t u r a s d e s e a d a s y a 
i n t e r v a l o s r e g u l a r e s se e x t r a e l a e n z i m a , s e e n f r i a 
s o b r e h i e l o , d e t e r m i n á n d o s e l a a c t i v i d a d r e m a n e n t e c o n 
e l s u s t r a t o A z o c o l á g e n o . G l i c e r o l y m a n i t o l a l 10'/. 
d u p l i c a r o n l a v i d a m e d i a de l a e n z i m a a 80 C 
o b s e r v á n d o s e u n 20*/. de i n a c t i v a c i ó n . La e f i c i e n c i a 
e s t a b i 1 i z a d o r a d e l p o l i e t i l e n g 1 i c o l c o n u n r a n g o de 
p e s o m o l e c u l a r d e s d e 4 0 0 a 8 0 0 0 f u e d i r e c t a m e n t e 
p r o p o r c i o n a l c o n s u p e s o m o l e c u l a r . Se o b s e r v ó a d e m á s 
a m a y o r p e s o m o l e c u l a r d e l p o l í m e r o menor e s l a 
c o n c e n t r a c i ó n n e c e s a r i a de e s t e p a r a e s t a b i l i z a r l a 
e n z i m a . E l s u s t r a t o c a s e í n a a l IV. a u m e n t ó l a v i d a 
m e d i a de l a e n z i m a d e 40 a 70 m i n . 

L o s p o l i a l c o h o l e s p r o b a b l e m e n t e a c t ú a n s o b r e l a 
e s t r u c t u r a d e l agua q u e r o d e a a l a e n z i m a 
f o r t a l e c i e n d o i n d i r e c t a m e n t e l a s i n t e r a c c i o n e s 
h i d r o f ó b i c a s . La c a s e í n a a c t ú a e s t a b i l i z a n d o a l a 
e n z i m a a t r a v é s de l a f o r m a c i ó n d e l c o m p l e j o e n z i m a -
s u s t r a t o . 

F i n a n c i a d o p o r DGI /UCV 

CRISTALIZACION DE PROTEINAS. PRIMEROS INTENTOS DE 
CRISTALIZACION DE LA PROTEASA DEL FRUTO DE Cucúrbita 
/%?/tf?//is(Protein crystallization. Preliminary crystallization of a 
protease from Cucúrbita ficifolia) J. A. Martínez Oyanedel. Dpto. 
Biología Molecular, Fac. Ciencias Biológicas, Universidad de Concepción. 
La determinación de la estructura de macromoléculas 
biológicas por difracción de rayos-X constituye la 
técnica más poderosa para la determinación de la 
estructura a nivel atómico y, por lo tanto, permite 
correlacionar las propiedades estructurales de la 
macromolécula, con su función biológica. 
Una parte esencial en la aplicación de esta técnica es la 
obtención de monocristales de la macromolécula, de 
tamaño y calidad adecuados para su estudio, que requiere 
una búsqueda, tan sistemática como sea posible, de un 
rango en que los parámetros individuales favorecen la 
formación del cristal, y su optimización para obtener el 
mejor cristal posible para el análisis de rayos-X. 
El presente trabajo presenta la implementación básica 
de un laboratorio de cristalización de proteínas, el 
desarrollo de una metodología para el estudio de las 
condiciones de cristalización y la puesta en marcha de 
las técnicas corrientes: Microdialisis, Gota colgante y 
gota sentada. Se presentan los resultados preliminares 
de cristalización de la proteasa de Alcayota, Cucúrbita 
ficifolia, para mostrar como se puede aplicar la 
metodología desarrollada, desde la obtención de 
precipitado amorfo a la obtención de microcristales, 
presentando las estrategias utilizadas. Esta metodología 
ha permitido obtener cristales pequeños de la proteína. 

Proyecto 91.31.40-1,91.31.43-1 DIUC. 

POSIBLES ROLES DE ALANOPINA Y OCTOPINA DESHIDRO-
6 E N A S A 8 EN EL CORAZON DE CONCHOLEPAS 
CONCHOLEPAS. (Possibte rolos o f a lanoplne and oc top lne 
dehydrogenases In the heart of Concholepas concholepas). 
QMXÉSL ÜL VMf l . E„ Erfcre, A,. BMgto?, P- y Torres. C. 
Departamento de Biología Molecular, Facultad de Ciencias 
Biológicas, Universidad de Concepción. 

El C. concholepas puede soportar periodos prolongados de anoxia 
ambiental, siendo las respuestas adaptativas tejido especificas. En 
el caso del corazón, en condiciones de anoxia se alteran las 
propiedades cinéticas y regulatorías de la piruvato quinasa, y se 
favorece la vía glicógeno-succinato. En este trabajo, analizamos las 
piruvato-reductasas que contribuirían a reoxidar el NADH 
glicolfticamente generado en el corazón 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 óptimo 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), ios pH óptimos son 7 para la síntesis de 
octopina y 8,2 para su oxidación. La ODH también utiliza lisina, 
aunque las constantes cinéticas, las relaciones metabólicas de los 
dos amino ácidos y sus concentraciones en el tejido, favorecen a la 
arginina como el sustrato fisiológico. Con arginina, las Km 
aparentes fueron 0,08 mM, 3,1 mM y 2 mM para NADH, piruvato y 
arginina, respectivamente; para la oxidación de octopina, 0,94 mM 
para N A D + y 2,7 mM para octopina. ADH y ODH son inhibidas por 
concentraciones altas de piruvato y el respectivo amino ácido. 

Considerando los niveles de las enzimas estudiadas y de los 
amino ácidos en los tejidos de los moluscos, se sugiere que la 
ODH participaría en la osmoregulación y la mantención de los 
niveles de arginina libre, y que la ADH seria la enzima terminal de la 
giieolisis anaeróbica en el corazón del C. concholepas. 

INTERACCION DE ARGINASA HEPATICA HUMANA CON M n 2 * 

Y Z n 2 + (Interaction o f human livor arglnaso w l th M n 2 * and 
Zn 2 * ) . Carvajal. N.. Torres. C. y Uribe. A Departamento.de 
Biología Molecular, Facultad de Ciencias Biológicas, Universidad 
de Concepción. 

Contrariamente a lo supuesto por muchos artos, en nuestro 
laboratorio hemos detectado una especie activa de arginasa 
hepática humana que no contiene Mn 2 + . Hemos propuesto que, 
en ausencia del metal, existe un equilibrio entre una forma activa 
(Ea) y una inactiva (Ei). El M n 2 + se unida a Ea, desplazando el 
equilibrio hacia las especies activas y, a mayores concentraciones, 
se uniría a otro sitio de estas especies, "activándolas". En este 
trabajo, hemos analizado la interacción de la enzima con el Zn 2 * . 

A diferencia de la arginasa de Saccharomyces cerevisiae, que 
requiere Z n 2 + con fines estructurales y M n 2 + para la actividad 
catalítica, por absorción atómica encontramos que la enzima 
humana sólo contiene 1 M n 2 V subunidad y no contiene Z n 2 + . 
Además, 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 Z n 2 + y la enzima 
inhibida es activada, aunque sólo parcialmente, por ei Mn 2 + . Esto 
ocurre tanto con las especies oligoméricas como con las 
subunidades y la unión del zinc no altera ei peso molecular de 
ellas. En base a los resultados presentados y estudios previos, se 
sugiere ei siguiente modelo cualitativo: 

Ei 

Mo2* Mn** Mrr** 
Mn-Ea-Mn Mn-Ea ^==? Ea ̂  Zn-Ea' Zn-Ea'-Mn 

Proyecto FONDECYT 92-0294 
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P r o d u c c i ó n y E s t a b i l i z a c i ó n d e tí-xilanasas 
e x t r a c e l u l a r e s d e A s p e r g í I I u s cervinus 2M1 
( X y l a n a s e p r o d u c t i o n a n d s t a b i 1 i z a t i o n f r o m A . 
c e r v i n u s 2 M I ) . A g u i r r e . C . . N a z a l , A . , D u r a n N * , 
S p o s i t o E * . y C u r o t t o , E . L a b o r a t o r i o d e 
B i o q u í m i c a , U . C a t ó l i c a V a l p a r a í s o , C h i l e . 
I n s t i t u t o d e Q u í m i c a * , U N I C A M P , B r a s i l . 
( P a t r o c i n i o : G . G o n z á l e z - L i r a ) . 
L a i n d u s t r i a d e l p a p e l e s t á i n t e r e s a d a e n a p l i c a r 
t e c n o l o g í a e n z i m á t i c a e n e l b l a n q u e a m i e n t o d e l a s 
p u l p a s d e c e l u l o s a , u s a n d o B - x i l a n a s a s p a r a 
d i s m i n u i r l a u t i l i z a c i ó n d e c o m p u e s t o s c l o r a d o s ; 
r e a l i z a n d o u n p r o c e s o m e n o s c o n t a m i n a n t e . E l 
o b j e t i v o d e e s t e t r a b a j o e s p r o d u c i r , i n d u c i r , 
c a r a c t e r i z a r y e s t a b i l i z a r B - x i l a n a s a s 
e x t r a c e l u l a r e s d e h o n g o s o b t e n i d o s d e m a d e r a d e l 
s u r d e C h i l e . Q u i n c e c e p a s d e h o n g o s c o n 
a c t i v i d a d x i l a n o l í t i c a f u e r o n a i s l a d o s . A . 
c e r v i n u s Z M l f u e u n a d e l a s m e j o r e s c e p a s e n l a 
p r o d u c c i ó n d e fi-xilanasas. S e u t i l i z a r o n 
d i f e r e n t e s f u e n t e s d e c a r b o n o c o m o i n d u c t o r e s . 
X i l a n o d e a v e n a , d e a b e d u l y d e P i n u s r a d i a t a 
i n d u c e n l a s m e j o r e s a c t i v i d a d e s : 6 4 , 1 3 2 , 6 7 
U l / m l r e s p e c t i v a m e n t e y c o n x i l o s a 7 0 U l / m l . E l 
e x t r a c t o c r u d o n o p r e s e n t a a c t i v i d a d e s 
e n d o g l u c a n a s a , p a p e l f i l t r o , n i p r o t e o l í t i c a 
e n t r e e l 4Q y 5Q d í a d e c u l t i v o . S e e s t u d i ó e l 
e f e c t o d e l pH y d e l a t e m p e r a t u r a y l a 
e s t a b i l i d a d t é r m i c a . L a s x i l a n a s a s i n d u c i d a s 
p r e s e n t a n u n p H ó p t i m o e n t r e 5 . 5 - 6 . 0 y u n a 
t e m p e r a t u r a m á x i m a 5 5 ° C L a v i d a m e d i a d e e s t a s 
e n z i m a s a 5 5 * C . f u e r o n 1 1 . 8 ( P . r a d i a t a ) , 
7 . 1 9 ( a b e d u l ) y 4 . 3 8 ( a v e n a ) m i n . C o n a g e n t e 
e s t a b i l i z a n t e , a i g u a l t e m p e r a t u r a l a v i d a m e d i a 
a u m e n t ó a . 2 . 5 8 ( a b e d u l ) y 1 . 5 2 ( a v e n a ) h r s . I g u a l 
t e n d e n c i a s e o b s e r v ó a 4 0 9 C . D a d a l a s 
c a r a c t e r í s t i c a s d e e s t o s e x t r a c t o s , s e r á n 
p r o b a d o s e n e l b l a n q u e a m i e n t o p u l p a s . 
A g r a d e c i m i e n t o s . F u n d a c i ó n A n d e s , D G I U C V , D r 
V i c t o r i a n o C a m p o s y C M P C , L a j a . 

INTERACCIONES QUE REGULAN EL PLEGAMIENTO 
HELICOIDAL EN PROTEINAS . (¡riteractions regulating the 
helical folding in proteins). HiIda Cid y Felipe Gazitúa. 
Depto. de Biología Molecular, Facultad de Ciencias 
Biológicas, Universidad de Concepción. 
Las estructuras helicoidales podrían originar núcleos de 
plegamiento, durante el proceso de síntesis de la 
pro teína, dado que se acepta que su estabilidad 
dependería .fundamentalmente, de interacciones entre 
aa relativamente próximos. Un estudio de una muestra 
de 54 hélices obtenidas de 12 estructuras de proteínas 
determinadas a una resolución igual o mejor que 2.0& 
..empleando 4 métodos de predicción independientes, 
permite concluir lo siguiente : 
-Las hélices antipáticas (63$. de la muestra) pueden ser-
predi chas exitosamente por los 4 métodos de 
predicción.las interacciones hidrofóbicas, junto a 
puentes de hidrógeno entre los aa " i " e "i+3" 
proporcionan la estabilización. Ellas podrían constituir-
núcleos de plegamiento. 
-La estabilización de las hélices no antipáticas está 
regulada por la presencia de puentes salinos y/ o de 
aminoácidos cargados que estabilizan el dipolo 
helicoidal,además de la presencia de cofactores, 
puentes di sulfuro y cercanía al sit io activo. Estas 
últimas deberían completar su formación en las etapas 
finales del plegamiento de la cadena polipeptídica. 
-Se discute la influencia de la composición de aa versus 
la secuencia en el plegamiento de las proteínas. 
Proyecto 91.31.43-1 DI, U. de Concepción 

ESTABILIDAD DE PROTEINAS .EXPERIMENTOS DE DENA-
TURACION-RENÁTURACION EN 8-LACTAMASAS.( Stability of 
proteins.Denaturation-renaturation experimenfcs in IMactamases). 
M.Godoy y M.Bunster. Lab.Biofísica Molecular, Depto.Biología 
Mo lee u-lar, Fac. Ciencias Biológicas, Universidad de Concep-
ción.Casilla 4077Correo 3 Concepción. 
En un intento de detectar dominios independientes en proteínas en 
solución, se ha estudiado los procesos de denaturación renaturación 
de ia 6-laetamasa de Badffis de SM7e/A?ffcxr&r/. Para ello 
se utilizó espectroscopia diferencial uV, espectroscopia de fluores
cencia, ensayos de actividad enzimática y eleclroforesis en gradiente 
de urea. La hipótesis plantea que es posible detectar intermediarios 
en el plegamiento de una proteína cuando se obtiene (ransiciones 
detectables a través de métodos independientes. 

Las 8-lacíarnasas clase A cuya estructura, se conoce, presentan una 
estructura globular organizada en dos dominios discontinuos, de 
modo que'se esperaría un comportamiento de dos estados, en 
experimentos de denaturación renaturaciori . Las dos fMactamasas 
estudiadas, de estructura desconocida, y pertenecientes a la Clase A, 
presentan también un comportamiento de dos estados, lo que 
avalaría la existencia de una estructura común en enzimas de una 
misma familia. 

La enzima de :r/&r/ftwdemuestra ser menos estable que la de 
Rcmvjs en las condiciones de trabajo, hecho explicable por el 
menor porcentaje de estructura secundaria determinado a partir de 
espectros de dicroismo circular de ambas enzimas. Los métodos de 
estudio planteados aquí, permiten la detección de intermediarios 
pero no necesariamente la detección de dominios independientes. 
Patrocinio: Proyecto DI UdeC 20.31.32 

ORGANIZACION D E L O S G E N E S D E ISOTOCINA D E L P E Z 
T E L E O S T E O Catostomus commersoni. (Organizaron of the 
Isotocin genes from the teleost fish Catostomus commersoni). 
Fiqueroa. J . Richter, D. Instituto de B i o q u í m i c a , Universidad Austral 
de Chile, Valdivia, Institut für Zel lbiochemie und klinische 
Neurobiologie, Univers i tá t Hamburg, Hamburg , Alemania . (Patrocinio: 
Dr. L. Burzio). 

Los genes de oxitocina y vasopresina han sido caracterizados 
en varias especies de m a m í f e r o s y ambos genes son altamente 
conservados confirmando t e o r í a s preliminares que predicen el origen 
desde un ancestro c o m ú n . Cada gen comprende 3 exones separados 
por 2 intrones y codifican para las unidades funcionales de la 
pol iprote ína . Cada especie de vertebrado posee un pépt ido 
representativo de cada tipo de hormona. 

En estos peces se encuentra presente Isotocina ( [ S e r 4 ] , [ l l e 8 ] -
oxitocina de la cual s ó l o se conoce la secuencia p e p t í d i c a de la 
hormona. Resulta por tanto de la mayor importancia conocer la 
secuencia del precursor y su o r g a n i z a c i ó n g é n i c a . Con este fin, se 
r a s t r e ó una biblioteca de cDNA de n ú c l e o s p r e ó p t i c o s , con 
ol igonuc leó t idos s in t é t i cos e n c o n t r á n d o s e 4 clones. Se secuenciaron 
por el m é t o d o de Sanger y se a n a l i z ó la secuencia, estructura y 
o r g a n i z a c i ó n de los precursores. Se encontraron c a r a c t e r í s t i c a s 
conservadas con respecto a m a m í f e r o s en todas las unidades 
po l ipep t íd icas funcionales de la po l ip ro te ína (pép t ido s e ñ a l , hormona, 
neurofisina) o b s e r v á n d o s e ademas la presencia de una neurofisina 
m á s larga de lo normal, presentando c a r a c t e r í s t i c a s del copep t ín 
presente en la familia tipo vasopresina, aunque carece de la típica 
secuencia de gl icosi lac ión (NAT). Paralelamente se rea l i zó aná l i s i s de 
Northern-blots para evaluar la e x p r e s i ó n y Southem-blot para el 
estudio del n ú m e r o de genes, asi como el polimorfismo. 
Posteriormente se c o n s t r u y ó una biblioteca g e n ó m i c a parcial en el 
vector XZap II digiriendo DNA g e n ó m i c o con Eco R l . Como sonda se 
empleo los precursores ya caracterizados, marcados con o c 3 2 p - d C T P . 
El hallazgo de clones permi t ió la s e c u e n c i a c i ó n , c o m p a r a c i ó n con los 
precursores, aná l i s i s de la o r g a n i z a c i ó n g é n i c a , uniones exon-intron, 
te t rap lo id ía y polimorfismo t íp ico de estos peces. 
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Reprogramación de la expresión de genes ribosomales durante la 
aclimatización de C. carpió. (Ribosomal RNA gene expression 
reprogramming dur íng the acclimatization of C. carpid). Vera, M.I. Instituto 
de Bioqu ímica , Facultad de Ciencias, Universidad Austral de Chile, 
Valdivia . (Patrocinio: Dr. M. Krauskopf). 

El ambiente a c u á t i c o en que habita el pez C. carpió e s t á sometido 
a cambios c íc l icos estacionales a los que este ectotermo euritermal debe 
adaptarse. Resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio nos han 
llevado a postular que el proceso de a c l i m a t i z a c i ó n involucra, entre otros 
aspectos, una r e p r o g r a m a c i ó n de la e x p r e s i ó n g é n i c a . En particular, 
nuestra h ipó te s i s de trabajo sostiene que esta r e p r o g r a m a c i ó n afecta 
t a m b i é n a los genes ribosomales de la carpa. 

La cantidad de rRNA sintetizada por los hepatocitos disminuye 
notoriamente en invierno. Se observa a d e m á s , en cortes ultrafinos de 
h í g a d o proveniente de carpas acl imatizadas a invierno, que los 
constituyentes nucleolares e s t á n completamente segregados, no a s í en 
verano, donde é s t o s aparecen totalmente integrados. 

El estudio de la r egu lac ión de la e x p r e s i ó n de genes ribosomales 
de carpa durante ac l ima t i zac ión , ha sido abordado a t r a v é s de tres 
aspectos: 
/) actividad RNA p o l i m e r á s i c a en n ú c l e o s aislados de hepatocitos de peces 
adaptados a ambas condiciones de a c l i m a t i z a c i ó n . Esta se midió en 
ensayos con y sin a-amanitina. No se o b s e r v ó diferencias significativas en 
la t r ansc r ipc ión mediada por RNA pol I . 
//) estudio in situ de la t r ansc r ipc ión mediante la t é c n i c a de RNAsa-oro 
coloidal en cortes ultrafinos de h í g a d o de carpas aclimatizadas a invierno y 
verano. Los resultados indicaron que existen diferencias semicuantitativas 
consistentes con la r e p r o g r a m a c i ó n de la e x p r e s i ó n g é n i c a , especialmente 
a nivel nucleolar, entre ambos estados adaptat ivos 
///) clonamiento de genes ribosomales. Se a i s ló un gen conteniendo 
secuencias de rDNA a partir de una biblioteca g e n ó m i c a . Se d e t e r m i n ó el 
mapa de restr icción del inserto (aprox.12 kb) y se s u b c l o n ó uno de sus 
extremos (4,4 kb) en pUC19. Este subclon (pCRR 4.4) ha sido 
parcialmente secuenciado en ambos extremos. Los m á s de 600pb 
identificados fueron comparados con las secuencias conocidas de los 
genes de rRNA de Xenopus no e n c o n t r á n d o s e h o m o l o g í a s suficientes. Se 
con t inua rá secuenciando para ubicar los genes de rRNA e identificar 
posteriormente, río arriba del extremo 5' del precursor, las regiones cis que 
e s t é n implicadas en la r egu l ac ión de su e x p r e s i ó n y compararlas con las de 
otras especies de ectotermos. Proyectos F O N D E C Y T 007/90 y DID-UACh 
S-90-15. 

IDENTIFICACION D E RENIBACTERIUM SALMONINARUM POR LA 
R E A C C I O N D E LA P O L I M E R A S A EN CADENA. (Identification of 
Renibacterium salmoninarum by a polymerase chain reaction assay). 
León, G y Krauskopf, M.. Instituto B i o q u í m i c a , Facultad de Ciencias, 
Universidad Austral de Chile, Valdivia . 

La capacidad de amplificar secuencias e s p e c í f i c a s de DNA 
ha transformado la r e a c c i ó n de la polimerasa en cadena (PCR) en 
una herramienta importante no s ó l o en i n v e s t i g a c i ó n sino t a m b i é n en 
el d i a g n ó s t i c o y d e t e c c i ó n de enfermedades g e n é t i c a s e infecciosas. 

En nuestro laboratorio se d e s a r r o l l ó un m é t o d o basado en la 
r eacc ión de PCR para la d e t e c c i ó n de Renibacterium salmoninarum, 
el agente e t io lógico de la enfermedad bacteriana del riñon (BKD) en 
s a l m o n í d e o s . Se logró la ampl i f i cac ión e s p e c í f i c a de un segmento de 
149 pares de bases del DNA del microorganismo causal de BKD, 
segmento que previamente h a b í a sido caracterizado como único del 
genoma de la bacteria. La ident i f icación i n e q u í v o c a de la secuencia 
amplificada se rea l izó por experimentos de h ibr idac ión en Southern 
del producto de la r e a c c i ó n de PCR, util izando la sonda no 
radiactiva. 

Empleando el DNA purificado de R. salmoninarum como 
templado, hemos logrado detectar a t r a v é s de la r eacc ión de 
ampl i f icación g é n i c a , una cantidad de DNA equivalente al contenido 
de 22 c é l u l a s bacterianas. No obstante, modificaciones de la t écn i ca , 
actualmente en progreso en el laboratorio, permiten anticipar un límite 
de sensibilidad de aproximadamente una cé lu la bacteriana. 

El m é t o d o se apl icó con éx i to para identificar directamente el 
agente responsable de B K D en muestras de tejido renal de peces 
infectados, las que previamente fueron e x t r a í d a s con Chelex 100. 
A d e m á s , se identificó la presencia del microorganismo en tejido renal 
de peces en los que otros m é t o d o s , como IFAT y ELISA, h a b í a n sido 
negativos. El procedimiento es al tamente reproducible y ventajoso 
para el d i a g n ó s t i c o de BKD, indicando su potencialidad para ser 
utilizado como un probable m é t o d o de monitoreo de poblaciones de 
peces con el fin de detectar portadores de la enfermedad. Financiado 
por proyecto Fondecyt 190/92 y D I D - U A C H S/93-22. 

P O S I B L E R O L D E L O S C A N A L E S D E K + S E N S I B L E S A L A 
A P A M I N E N L A D I S T R O F I A M I O T O N I C A . (Poss ib l e r o l e o f 
a p a m i n - s e n s i t i v e K + channe ls i n m y o t o n i c d y s t r o p h y ) . 
Behrens M I . J a l i l P . Se ran i A . L a t o r r e R . V e r g a r a F . S e r v i c i o de 
N e u r o l o g í a H o s p i t a l S ó t e r o de l R í o , C e n t r o Scanner , F a c u l t a d de 
C ienc i a s U n i v e r s i d a d de C h i l e y C e n t r o de E s t u d i o s C i e n t í f i c o s de 
San t i ago . 

L a d i s t r o f i a m i o t ó n i c a es u n a e n f e r m e d a d g e n é t i c a 
ca rac te r i zada p r i n c i p a l m e n t e p o r a t r o f i a m u s c u l a r y m i o t o n í a , una 
a c t i v i d a d e l é c t r i c a r e p e t i t i v a d e l m ú s c u l o . E n e l presente e s tud io , se 
i n v e s t i g ó e l p o s i b l e r o l d e lo s canales de K + sensibles a a p a m i n a en 
l a g é n e s i s de l a m i o t o n í a en esta e n f e r m e d a d . L a a p a m i n a es un 
p é p t i d o de v e n e n o de abeja, q u e b l o q u e a e s p e c í f i c a m e n t e los canales 
de K + de baja c o n d u c t a n c i a ac t ivados p o r C a + 2 . L a i n y e c c i ó n de 30 
li\ de a p a m i n 10 / x M en los m ú s c u l o s d e l a e m i n e n c i a tenar de 
pacientes c o n d i s t r o f i a m i o t ó n i c a i n d u j o una d i s m i n u c i ó n de la 
a c t i v i d a d e l é c t r i c a basal en los 6 pacientes es tudiados y l a descarga 
de r á f a g a s m i o t ó n i c a s se h i z o m á s d i f í c i l de l o g r a r en 5 de estos 
pacientes du ran te e l r e g i s t r o e l e c t r o m i o g r á f i c o . E n dos con t ro l e s y 
en dos pacientes c o n m i o t o n í a gene ra l i zada , a s í c o m o t a m b i é n en 
u n o c o n m i o t o n í a c o n g é n i t a ( donde e l de fec to e s t á en los canales de 
Cl~) , l a a p a m i n a n o t u v o efec to . Estos resul tados sug ie ren que los 
canales de K + sensibles a a p a m i n a , en t re o t r o s canales, p a r t i c i p a n 
en e l m e c a n i s m o de g e n e r a c i ó n de l a m i o t o n í a en l a d i s t r o f i a 
m i o t ó n i c a . 

Es te t raba jo se financió c o n fondos de F O N D E C Y T 2 9 6 - 1 9 8 9 y 
C o p e c C h i l e . 

C A M B I O S DE: L A S U P E R F I C I E E P I T E L I A L U T E R I N A I N D U C I D O S 

POR d i •PR0PRAH0LQL (Changas in de u t e r i n e e p i t h e l i a l 
induce by D L - p r o p r a n o l o l ) . florales, B. A. y Bruzzone, 
tt.E. Unidad de Reproducción, Depto. de Fisiología y 
Biofísica, Facultad de Medicina, U . de Chile. 

En t r a b a j o s a n t e r i o r e s se ha demostrado que los 
a n t a g o n i s t a s i3 - - a d r e n é r g i c o s, D L -propranolo 1 y b u t o x a m i -
na inhiben l a implatación cuando son administrados 
l o c a l a e n t e e l día 1 de l a preñez. La implantación es un 
proceso en e l cual debe e x i s t i r una interacción y 
reconocimiento s u p e r f i c i a l entre e l b l a s t o q u i s t e y las 
microvellosidades Cy g l i c o c a l i x ) del e p i t e l i o s u p e r f i 
c i a l e n d i o m e t r i a l . Por este motivo se estudia e l efecto 
d e l D L - p r o p r a n o l o l en l a s u p e r f i c i e luminal del 
e p i t e 1 i o u t e r i n o. 

Se u t i l i z a r o n r a t a cepa Spraque-Dawley durante e l 
período p e r i - i m p l a n t a c i o n a l ( 4 - 4 . 5 - 5 - 6 días de preñez; 
n ~ 2/día) las que fueron i n s t i l a d a s con DL-propranolol 
(10 mg/ml) en e l cuerno u t e r i n o derecho y suero 
fisiológico en e l cuerno u t e r i n o izquierdo de c o n t r o l . 

Se tomaron muestras de cada cuerno u t e r i n o en los 
días estudiados, se f i j a r o n en g l u t a r a l d e h i d o y se 
procesaron para su observación en miscroscopio de 
bar r i d o . 

Entre los 4 y 5 días de preñez los cuernos contro
les presentan células con abundante microvellosidades 
gruesas y largas. No se reconocen l o s l i m i t e s c e l u l a r e s 
A los 6 d í a s se observaron b l a s t o q u i s t e s implantados. 
En l o s a n i m a l e s t r a t a d o s entre l o s 4 y 5 d í a s l a s 
c é l u l a s p r e s e n t a n su s u p e r f i c i e a p i c a l l i s a con un 
menor n ú m e r o de m i c r o v e l l o s i d a d e s c o r t a s y d e l g a d a s , a 
l o s 6 d í a s no se o b s e r v a r o n b l a s t o q u i s t e s i m p l a n t a d o s . 

E s t o s r e s u l t a d o s nos p e r m i t e n s u p o n e r un r o l muy 
i m p o r t a n t e a l a s u p e r f i c i e a p i c a l ( m i c r o v e l l o s i d a d e s y 
g l i c o c a l i x ) de l a c é l u l a u t e r i n a p a r a e l r e c o n o c i m i e n t o 
e i m p l a n t a c i ó n d e l b l a s t o q u i s t e , p u e s l a s m o d i f i c a c i o 
nes de e s t a s e s t r u c t u r a s i n d u c i d a s p o r e l D L - p r o p r a n o 
l o l i m p i d e n l a i m p l a n t a c i ó n . 
P r o y e c t o F o n d e c y t 9 2 / 9 2 4 . 
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ESTUDIOS DE MIOGENESIS CARDIACA POR HIBRIDACION IN 
SITU. (Cardiac myogenic studies by in situ hybrídization). Zárraga, 
A.M., Goicoechea, O.G* y Siddiqui, M.A.Q**. Inst. Bioquímica, 
Inst.Embriología*, Fac. Ciencias, Universidad Austral de Chile, Valdivia 
y **Anatomy and Cell 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 desarrollo de vertebrados. Estos aparecen en distintas 
etapas de la embriogénesis, migran a las regiones formadoras de 
músculo del embrión, fusionándose para formar fibras musculares 
muitinucleadas. Al respecto, se ha propuesto que las células del 
mesodermo adquieren un compromiso durante el desarrollo 
embrionario temprano para diferenciarse a mioblastos, y 
posteriormente, madurar como miofibra. A nivel molecular, estos 
eventos de diferenciación van acompañados de la acumulación de 
transcritos de proteínas musculares sugiriendo un complejo 
mecanismo de control de la expresión de los genes correspondientes. 

La formación y desarrollo del sistema muscular de corazón 
representa un sistema ideal para el estudio de regulación génica, ya 
que el tejido cardíaco es uno de los primeros en diferenciarse, 
precediendo a la somitogénesis y formación del tejido esquelético. Al 
respecto, la expresión fisiológica del gen que codifica para la cadena 
liviana de miosina cardíaca (MLC2) se encuentra restringida a células 
de corazón en estadios avanzados del desarrollo, desconociéndose su 
funcionamiento en etapas más tempranas. 

Para responder esta interrogante, en este trabajo presentamos 
experimentos de hibridación in situ de cortes de tejido embrionario de 
pollo en el estado 11 y 19 del desarrollo. Hemos utilizado ^ S -
ribosondas derivadas del gen homólogo de rata así como 
oligonucleótidos marcados con digoxigenina, cuyas secuencias son 
complementarias al exón 1 del gen MLC2. Los resultados demuestran 
que este gen se expresa tanto en tejido cardíaco como en la porción 
miotomal del somito, previo a la diferenciación muscular de la fibra. 
Este hallazgo permite utilizar la expresión del gen MLC 2 como 
marcador tanto del tejido muscular estriado como también de las 
etapas tempranas de la miogénesis. Financiado por: John D. and 
Catherine Mac Arthur Foundation-AAAS y Proyecto DID UACH S-
92/91. 

EL PROTEOGLICAi DECORIIA ES SOLUBILIZADO ESPBCIFICAMEITB POS HEPAIIIA DESDE LA 

MATRIZ EXTRACELULAR DE MUSCULO ESQUELETICO DE RATA. (Decorin is specifically 

solubilized by hepaiin fioi the eztiacellolai matriz of iat skeletal úseles). 

Meló. I y Brandan. E. Unidad de leurobiologia Molecular, Departamento de 

Biología Celular y Molecular, Facultad de Ciencias Biológicas, P. Universidad 

Católica de Chile. 

La utriz extracelular (NEC) está compuesta de diversas glicoproteínas, 

colágenos y proteoglicanes (PGs). Estos áltiios corresponden a lacroiolécolas 

foriadas por nna proteina central a la cual se le unen de uñera covalente 

cadenas de glicosaiinoglicanes sulfatados (GAGs). En trabajos previos heios 

demostrado la presencia de varios PGs en la MEC obtenida de lósenlo esquelético 

de rata. Entre los cuales destaca un PG de denatan sulfato denominado decorina. 

El nivel de expresión de este PG está fuertemente influenciado por la presencia 

del nervio motor. Además, decorina presenta la capacidad de unirse a moléculas 

de colágeno, fibronectina y al factor de transforución de tipo beta (TGP-B). 

Previamente hemos demostrado que el GAG heparina co-solubiliza desde NEC de 

mósculo esquelético la enzima acetilcolinesterasa (AChE) y un material sulfatado 

con características de PG. El objetivo de este trabajo fue determinar las 

características moleculares de este PG. 

Para esto una fracción enriquecida en NEC provenientes de mósculo esquelético 

de rata, previamente inyectadas con sulfato radioactivo, fue solabilizado con 

heparina. El material solubilizado fue fraccionado en columnas de exclusión 

molecular (Sepharosa CL-4B) previo tratamiento con enzimas degradativas de 

(GAGs). Los análisis de estos resultados sugieren que el PG solubilizado 

corresponde a uno de condroitin/derután sulfato. La determinación de la 

proteina central junto a la inmuaoprecipitación especifica de este PG con 

anticierpos contra decorina indican que el PG solabilizado desde la MEC muscular 

corresponde inequívocamente a decorina. 

Estos resaltados indican qne en la NEC de mésenlo esquelético el PG decorina 

estarla interactuando con PGs de heparán sulfato y en algana forma con la eaziu 

AChE. 

!Financiado por POTOCTT 5(5-93 e IFS 1417/2). 

I N T E R A C C I O N D E F R U C T O S A - l , 6 - B I S F O S F A T A S A D E R I Ñ O N 
D E C E R D O C O N S O N D A S F L U O R E S C E N T E S . (Pig kidney fructose 
1,6-bisphosphatase interaction with fluorescent probes). L u d w i g , H . , 
Yaftez, A „ y Slebe, J . C . Instituto de B i o q u í m i c a , Facultad de Ciencias, 
Universidad Austral de Chile . 

L a fructosa- 1,6-bisfosfatasa (FBPasa) es regulada por inhibiciones por 
fructosa-2,6-bisfosfato (Fru-2,6-BP) y A M P , p r e s e n t á n d o s e un sinergismo 
entre ambos efectos. L a naturaleza de la inhib ic ión por Fru-2,6-BP es 
controvertida en re lación a si la enzima presenta un sitio a los t é r i co para este 
inhibidor o contrariamente Fru-2,6-BP se une al sitio activo. En nuestro 
laboratorio se ha demostrado que la modi f i cac ión selectiva del residuo 
Cys-128 con reactivos voluminosos afecta la inhib ic ión de la enzima por 
Fru-2,6-BP, sin alterar el valor del K m para F r u - l , 6 - B P , lo que indica que 
la in teracc ión de ambos a z ú c a r e s con la enzima es diferente (Reyes, A . , 
Bravo, N . , L u d w i g , H . , Iriarte, A . , y Slebe, J.C. J. Prot. Chem. 12, 159-168 
(1993)). Con el p ropós i to de estudiar esta in te racc ión y la polaridad del 
entorno de la cis te ína, se ut i l izaron dos diferentes f luoróforos : F M P , aná logo 
estructural de A M P e inhibidor de la enzima y el grupo A E D A N S . 
Se t r a tó FBPasa con I - A E D A N S , o b s e r v á n d o s e una inco rporac ión de 0,9 
grupos A E D A N S por subunidad de la enzima. L a enzima modificada 
conse rvó inalterada la actividad espec í f ica as í como la inhibición por A M P , 
mientras que fue p r á c t i c a m e n t e insensible a Fru-2,6-BP. En el anál i s i s por 
H P L C de los pép t idos t r íp t icos del derivado carboximetilado se detec tó una 
señal fluorescente mayoritaria cuya pos i c ión sugiere una m a r c a c i ó n del 
residuo Cys-128. E l derivado F B P a s a - A E D A N S p e r m i t i ó determinar que la 
polaridad del microambiente del f luoróforo unido a la enzima es similar a la 
de una so luc ión de 4 0 % etanol en agua. Por otra parte, se es tud ió la unión 
de F M P a FBPasa, midiendo el aumento de la intensidad de la banda de 
emis ión del f luoróforo. Se encon t ró que la u n i ó n de F M P es un fenómeno 
cooperativo, y que Fru-2,6-BP, F r u - l , 6 - B P y Fru-6-P hacen aumentar la 
afinidad de la enzima por el nuc leó t ido , mientras que el sustrato alternativo 
F r u - l - P no presenta este efecto. Los resultados apoyan la existencia de un 
"dominio de un ión" para fructosas bisfosfatos, que p o d r í a acomodar tanto el 
F ru - l , 6 -BP como el Fru-2,6-BP, pero con algunos determinantes de unión 
diferentes. ( F O N D E C Y T 92-150 y D I D - U A C H S-92-40). 

P L E G A M I E N T O IN VITRO D E L A S F O R M A S P R E C U R S O R A Y 
M A D U R A D E U N A P R O T E Í N A M I T O C O N D R I A L (In vüro refolding 
of precursor and mature forms of a mitochondrial protein). Alejandro 
M . Reyes. Ana I r iar te y M a r i n o M a r t i n e z - C a r r i ó n . School o f Biological 
Sciences, Univers i ty o f Missouri-Kansas C i t y , Kansas C i t y , U S A e 
Insti tuto de B i o q u í m i c a , Univers idad Aus t ra l de Ch i l e , V a l d i v i a , Chi le . 

L a aspartato aminotransferasa mi tocondr ia l ( m A s p A T ) , p ro te ína 
d i m é r i c a dependiente de p i r idoxa l 5'-fosfato ( P L P ) , es codificada por el 
genoma nuclear y sintetizada en el citoplasma como una pro te ína 
precursora ( p m A s p A T ) . Esta contiene un p é p t i d o de seña l de 29 residuos 
en el extremo á m i n o te rmina l , el cual es esencial para su encauzamiento e 
importe en la mitocondria . Se ha propuesto que el plegamiento de p ro te ínas 
mitocondria l es puede ser asistido por chaperonas, y t a m b i é n que la 
secuencia l íder puede afectar el plegamiento del componente maduro de la 
p r o t e í n a . E n Usados de reticulocitos se ha descrito que p m A s p A T recién 
sintetizado se pliega y une P L P lentamente [ M a t t i n g l y , J .R. , Youssef, J., 
I r iar te , A . y M a r t i n e z - C a r r i ó n , M . (1993)7 . Biol. Chem. 268, 3925-3937]. 
Dada la disponibi l idad de las p m A s p A T y m A s p A T de h í g a d o de rata como 
p r o t e í n a s recombinantes c a t a l í t i c a m e n t e activas, estudiamos el plegamiento 
in vitro de ambas formas para analizar el efecto de la presecuencia sobre 
el plegamiento en ausencia de otros componentes celulares. 

D e s p u é s de d e s n a t u r a c i ó n en guan id ina-HCl 4 M ( 2 1 ° C , p H 7,5), la 
r e n a t u r a c i ó n se s i g u i ó por cambios en act ividad e n z i m á t i c a , fluorescencia 
y dicroismo circular . Tanto p m A s p A T como m A s p A T se reactivan 
eficazmente luego de d i l u c i ó n r á p i d a del agente desnaturante a bajas 
concentraciones de p r o t e í n a s ( rendimiento - 6 0 % a c = 40 ¿ig 
p r o t e í n a / m L ) . Las transiciones de d e s n a t u r a c i ó n / r e n a t u r a c i ó n en equil ibr io 
y las c iné t icas de plegamiento son idén t i ca s e independientes de la 
c o n c e n t r a c i ó n para ambas formas de la p r o t e í n a . E l plegamiento está 
determinado por dos isomerizaciones lentas; la d i m e r i z a c i ó n es muy ráp ida . 
L a u n i ó n de PLP al si t io activo ocurre en una etapa t a r d í a del proceso, 
sugiriendo que la coenzima no d i r ige el plegamiento de estas p ro t e ína s . 
Estos resultados indican que in vitro el plegamiento de m A s p A T no es 
regulado o influenciado por la presencia de la presecuencia. As imismo, el 
plegamiento in vitro es m á s r á p i d o que el de la p r o t e í n a r e c i é n sintetizada 
en usado de reticulocitos, lo que apunta a la probable influencia de factores 
c i tosó l i cos que modulan el plegamiento de la p r o t e í n a en la cé lu la . 
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PLASMINOGENO Y ACTIVADOR DEL PLASMINOGENO 
MEDIAN LA CAPACIDAD INVASIVA DE CELULAS 
LEUCEMICAS. P l a s m i n o g e n and Plas m i n o g e n 
A c t i v a t o r m e d i a t e s t h e i n v a s i v e c a p a c i t y 
of l e u k e n i c c e l l s . 
Martínez i - , Santibáfíez J . F . y S i l v a s . 
Unidad de Biología C e l u l a r , INTA, U. de 
C h i l e . 

E l A c t i v a d o r d e l Plasminógeno s i m i l a r a 
u r o q u i n a s a (u-AP) e s una p r o t e a s a que 
c a t a l i z a l a transformación de Plasminógeno 
en P l a s m i n a , y que j u e g a un im p o r t a n t e 
p a p e l en l o s p r o c e s o s d e g r a d a t i v o s de 
moléculas de m a t r i z e x t r a c e l u l a r (MEC) que 
median l a invasión t u m o r a l . 
En n u e s t r o l a b o r a t o r i o hemos d e s c r i t o l a 
degradación de colágeno i n t e r t i c i a l de MEC 
de e s t r o m a de médula ósea de ratón por 
p a r t e de una p r o c o l a g e n a s a a s o c i a d a a l a 
membrana de l a línea c e l u l a r leucémica 
WEHI-3B, a c t i v a b l e por P l a s m i n a g e n e r a d a 
por l a a c t i v i d a d de u-AP. 
En l a p r e s e n t e comunicación damos c u e n t a 
de l a e x i s t e n c i a a n i v e l p e r i c e l u l a r de 
s i t i o s de unión específicos p a r a u-AP como 
también de s i m i l a r e s s i t i o s de ligamen 
p a r a Plasminógeno. En e l c a s o de e s t e 
último, s e a n a l i z a l a i m p o r t a n c i a de su 
unión específica a Colágeno t i p o I . 
Se d i s c u t e e l s i g n i f i c a d o f u n c i o n a l de l a 
p o s i b l e asociación de v e c i n d a d e n t r e l a 
enzima a c t i v a d o r a ( u - A P ) , l a enzima 
a c t i v a b l e ( c o l a g e n a s a ) y e l p r i n c i p a l 
s u s t r a t o de l a reacción (Plasminógeno). 

F i n a n c i a m i e n t o de F o n d e c y t N°1930904 

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

Se denomina canalización 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 difusión al seno 
de la solución. La existencia de este fenómeno en complejos 
enzimáticos transitorios o de asociación débil es muy contro
vertida, pero el tema presenta gran interés debido a las 
posibles ventajas fisiológicas de la canalización. Una de las 
ventajas comunmente atribuida es la disminución de la con
centración libre del intermediario catalizado en función del 
grado de canalización, lo que evitaría problemas derivados 
de la limitada capacidad de solvente de la célula. 

En este trabajo se demuestra algebraicamente que en 
condiciones de flujo constante, la canalización de interme
diarios no afecta la concentración libre de éstos, indepen
dientemente del número de metabolitos canalizados y del 
tipo de complejo enzimático implicado. Los resultados que 
sugieren que la canalización puede disminuir el pool de 
intermediarios libres en condiciones de flujo constante son 
artefactos derivados de condiciones en que hay variación 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"). 

A N A L I S I S D E L C O N T R O L D E U N S I S T E M A M E T A B O L I C O 

S I N S A B E R L A S P R O P I E D A D E S C I N E T I C A S D E L A S 

E N Z I M A S C O M P O N E N T E S . (Ana lys i s o f the c o n t r o l o f a me ta -

b o l i c sys tem w i t h o u t k n o w i n g the k ine t i c p rope r t i e s o f the c o m -

ponen t enzymes) . C o r n i s h - B o w d e n . A . . L a b o r a t o i r e de C h i m i e 

B a c t é r i e n n e , C N R S , M a r s e l l a , Francia , y H o f m e y r , J . - H . S., D e 

pa r tmen t o f B i o c h e m i s t r y , U n i v e r s i t y o f Ste l lenbosch, S u d á f r i c a . 

L a t e o r í a de c o n t r o l m e t a b ó l i c o in i c i ado p o r Kacse r y B u r n s en 

1973 ha d e m o s t r a d o ser m u y út i l para anal izar el c o n t r o l de 

sistemas m e t a b ó l i c o s . U n a idea i m p o r t a n t e de esta t e o r í a es que la 

ef ic iencia de c o n t r o l es d i s t in t a de la exis tencia de mecan i smos de 

c o n t r o l , es dec i r debemos anal izar la ef ic iencia en t é r m i n o s de la 

respuesta a u n e s t í m u l o y n o en t é r m i n o s de los mecan i smos que 

exis ten. P o r e jemplo , en bacter ias c o m o Escherichia coli l a s í n t e s i s 

de l a serina es inh ib ida p o r la serina, pe ro esta r e t r o i n h i b i c i ó n n o 

exis te en los m a m í f e r o s ; é s t o n o i m p l i c a , s in embargo , que l a s ín 

tesis e s t é b i en regulada en bacter ias y que n o l o e s t é en m a m í f e r o s . 

Para l legar a una c o n c l u s i ó n v á l i d a , u n o n e c e s i t a r í a saber de q u é 

manera la v e l o c i d a d de s í n t e s i s de serina en m a m í f e r o s responde a 

cambios en la demanda de u t i l i z a c i ó n de serina. S in e m b a r g o ha 

sido m u y difíci l en la p r á c t i c a establecer la e s t ruc tu ra de c o n t r o l de 

u n sistema, deb ido a la necesidad de c o n o c e r las c a r a c t e r í s t i c a s 

c i n é t i c a s de todas las enzimas que c o m p o n e n d i c h o sistema, l o que 

i m p l i c a una can t idad e n o r m e de t rabajo . Rec ien temen te hemos 

s o l u c i o n a d o este p r o b l e m a , pues hemos desa r ro l l ado la m a t r i z de 

coeficientes de co-respuesta, cada u n o de los cuales expresa la 

f o r m a en que dos var iables de l s is tema c o m p l e t o ( p o r e j emplo u n 

flujo y una c o n c e n t r a c i ó n de i n t e r m e d i a r i o ) r esponden 

s i m u l t á n e a m e n t e a una m i s m a p e r t u r b a c i ó n . Es t a m a t r i z puede ser 

t r ans fo rmada en una m a t r i z de coef ic ientes de c o n t r o l . 

RELACION ENTRE MORFOGÉNESIS DE GLANDULAS GASTRICAS V 
SULFATACION DE LOS PROTEOGLICANOS.(Reíation betuieen gastric 
glands morpnogenes i s and s u l f a t i o n of proteoglycans) Koenig 
CS., Nuñez R., Munizaga A y Dabiké H, Opto de Biología 
Celular y Molecular. Facultad de Ciencias Biológicas. 
P.Universidad Católica de Chile. 

Durante la morfogénesis de glándulas gástricos de pollo, 
se modifica la matriz extracelular vecina a los tubos epite
l i a l e s . Un aumento en la 3íntesis de condroitín y heparán 
sulfato es previa a la formación de I03 tubos glandulares 
secundarios y a la diferenciación de las células oxínticas. 

El r o l de los PGs de la matriz en la morfogénesis glandu
lar y la diferenciación de las células oxínticas, se estudió 
inhibiendo la sulfatación de los PGs, por administración de 
clorato de sodio. (Humphries and Silbert (1988) B.B.R.C 
164:365-371 ) , a huevos embri orados desde el día 10 de desa
r r o l l o . Los estómagos se analizaron por a¡caracterización 
hÍ3toquímica de PGs. b : c u a n t i f i cae ion de enzimas marcadoras 
de células oxínticas. c : tinción citoquímica de enzimas 
marcadoras y d:ultraestructura de células e p i t e l i a l e s . 
La inhibición de la sulfatación de PGs en la e t a p a en que 
crecen los tubos primarios y p r o l i f e r a n las células que o r i 
ginarán los tubos secundarios (é 10a 13) produce ci t o d i f e r e n -
ciación atípica del e p i t e l i o del tubo primario acompañada de 
bloqueo de la proliferación celular. En la etapa en que ocu
r r e crecimiento y citodiferencación de los tubos secundario 
( d I I a 14) se inhibe la morfogénesis del tubo glandular y la 
diferenciación de las células oxínticas. Se demuestra que la 
sulfatación normal de los PGs juega un r o l en la regulación 
de los procesos morfogénetieos del lobuli I lo gástrico. 
PROVECTO FDNDECOT 769,'B9 
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AVANCES DE T E S I S I I 

V i e r n e s 27 d e a g o s t o de 1993 

10:30 Michea., Acevedo.L., Lagos N. (Depto. Fisiología 
y Biofísica Facultad de Medicina). Rol de i a proteína 
intrínseca .principal'(MIP) en l a fisiopatología de 
l a c a t a r a t a . 

A V A N C E S DE T E S I S I I 

Viernes 27 de agosto 
10:30 

R O L D E L A PROTEINA INTRINSECA PRICIPAL (MIP) 
EN L A FISIOPATOLOGIA DE L A C A T A R A T A . Michea 
Acevedo. L . . Lagos N . . Depto. de Fisiología y Biofísica, 
Facultad de Medicina, Universidad de Chile. 

El lente de los vertebrados es un sincicio formado 
mayoritariamente por células llamadas fibras del lente. Las 
membranas plasmáticas de las fibras poseen estructuras 
especializadas denominadas junturas de membrana. En el lente 
catarático existen alteraciones del equilibrio osmótico y j 
metabólico. Los mecanismos fisiopatológicos de este proceso j 
son desconocidos. Una posible explicación podría involucrar a j 
las proteínas intrínsecas que forman parte de los componentes j 
moleculares constitutivos de las junturas. 

MIP es la proteina intrínseca de membrana mas 
abundante de las junturas. Su función es desconocida. MIP se 
incorpora a bicapas planas formando canales voltaje ! 
dependientes. Su estructura primaria es compatible con la de ¡ 
una proteina formadora de canal y permitiría la j 
intercomunicación celular. A diferencia de las conexinas, MIP 
se encuentra localizada sólo en una de las membranas de las que 
forman la juntura. Otra función sugerida para MIP sería ! 
mantener la adhesión de las membranas de la juntura, 
colapsando el espacio intercelular. 

Se presentarán estudios en relación a la purificación de 
MIP, su estructura y función como molécula promotora de 
adhesividad. 

Financiados por proyectos F O N D E C Y T 1096 91 y DTI 
B3245-9015. L . Michea Acevedo., alumno doctorado en 
Ciencias Biomédicas, Fac. Medicina, U . de Chile, becado 
F O N D E C Y T , finaciado por proyecto F O N D E C Y T para 
estudiantes de doctorado 2930001 y financia miento de tesis 
de post grado de la Universidad de Chile. 


